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序論
遺伝子組換え技術を中心とする バ イ オ テクー/ ロ ジ
ー は ､ その存在 は
知られ て い て も､ 従来入手する こ とが困難であ っ た多く の 生体内微量
生理活性 ペ プチ ド や蛋白質を比較的高純度む羊､ か つ 大量 に得る こ と を
可能に した｡ また ､ バ イ オ テク ノ ロ ジ ー の 手法 を駆使して ､ 新たな生
理活性物質が次々 と見 い 出され て い る ｡ 更に､ こ れ ら生体内物質よ り
派生 した新生理活性誘導体 の創製も盛んで ある ｡ こ れ らの 物質は ､ 本
来､ 生体内で それ ぞれ生命現象の 維持の た め の 機能を営ん で い る こ と
から､ そ の生理作用 ､ ある い は薬理作用を期待して ､ 医薬品として利
用 しよう と試み ら れ た の は当然の 成行き で あ っ た ｡ その 意味で は､ バ
イ オ テク ノ ロ ジ ー は ､ 医薬品創製史上まさ に革命的な手段を提供した
と い える ｡ 事実､ こ こ 数年の間に わ が国で も ､ 遺伝子組換えヒ ト型イ
ン ス リ ン ､ 遺伝子組換え ヒ ト型成長ホ ル モ ン ､ 遺伝子組換え及び細胞
培養イ ン タ ー フ ェ ロ ン ､ 遺伝子組換えB型肝炎ワク チ ン ､ 遺伝子組換
えヒ ト型 エ リス ロ ポ エ チ ン ､ 遺伝子組換え組織プラ ス ミ ノ ー ゲ ン活性
化因子などが医療用医薬品として泉認､ 上市さ れ､ バ イ オテ ク ノ ロ ジ
ー によ る新医薬品創製 - の 夢が現実の もの である こ とを裏付けた｡ ま
た ､ 化学合成法や酵素法に よ る ペ プチ ドや黄白質類の創製も着実な進
歩を遂げて い る ｡_
バ イ オ テク ノ ロ ジ ー に よ る ペ プチ ドや蛋白性医薬品の研究開発が ､
今後も増大の 一 途を辿る で あろう こ とは疑 い の な い と こ ろ である が ､
医薬品と して 臨床 の場 で使用 さ れ る ま で に多大な研究努力が必要で あ
る こ とも事実で あ る ｡ バ イ オ テク ノ ロ ジ ー に よ っ て ､ 効率的な目的物
質大量生産法 の確立 は比較的容易 に成 し遂げられ る ようにな っ た が ､
医薬品と して の有効成分の特性解析､ 品質保証､ 製剤設計､ 臨床適用
法の選択及びそれ に関連した有効性､ 安全性の 立証などが必要である0
従来の 医薬品七異なる特性を多く持つ バイ オ テ ク ノ ロ ジ ー 医薬品の 開
発 に は､ 未知､ 未経験な技術が要求され る場合もあり､ その 開発過程
で十分な検討と評価､ 考察がな さ れる必要がある ｡ それ らの研究の 中
で も ､ 薬物動態を検討する こ とは ､ い か に活性 の強 い 安定な物質を得
るか ､ どの ような投与形態が最適か ､ 更に は ､ 必要な時に必要な量 を
必要を場所 に運 ぶ た め の ドラ ッ グ ･ デリ バ リ ー ･ シ ス テ ム (D D S)
を開発し､ い か に 合理的な医薬品 とする こ と が でき るか な どを検討す
る場合 に ､ そ の 基礎的デ - タ とな る重要な研究分野 であ る ｡ しか しな
が ら､ 生理活性を持 つ 蛋白質が数多く発見さ れ臨床 - の 適応 が盛ん に
な っ たの ほ近年の こ と で あり､ 膨 大な情報の蓄積が な され て き た通常
の低分子薬物 と比較する と ､ 生理活性蛋白質の 生体内動態に関する情
報は限られ たも の で ある ｡ した が っ て ､ 今後の 急速な発展 が望まれ て
い る分野で も ある｡
本研究で は ､ 生理活性蛋白質の体内動態 に つ い て の 基礎的な デ ー タ
を得て ､ 薬理効果 と の 関連性から ､ よ り有効な投与法､ 誘導体を開発
する こ と を目的と した ｡ 対象薬物 と して 癌免疫や血液疾患等の治療薬
と して注自を集め て い る サイ トカ イ ン の 一 種である瀕粧球 コ ロ ニ ー 刺
激因子(G- C S F､ gr an ulocyte colo ny- stim ulatingfacto r)を取り上げたo ヒ ト
型蛋白質の 幾 つ か は ､ その嘩特異性の た め ヒ ト以外 に は生理活性を示
さず､ 実験動物 に おけ る薬理 試験が困難 で あ る が ､ ヒ ト 型 G- C S F
(bG-C SF)は後述する よう に多くの実験動物にお い て生理活性を示し､
そ の 活性の 指標 に つ い て in vitr oか らin viv oま で 非常 に多く の研究 が
既にな され て い る ｡ それ と は対照的 に ､ G - C SF の体内動態に つ い て は
限られ たデ ー タ の みが報告されて い る に過ぎな い ｡ ま た ､ 本研究で 明
らか に され たG -CSFの 特性が ヒ ト に お い て も適用 で き る の で あれ ば ､
今後 ､ G-CS Fに似た挙動 を示す生理活性蛋白質 を用 い た治療 にお い て ､
その 適用法 に重要な指針を示す こ と になる ｡ 以上 の 点から､ G- C S Fは
本研究の 目的に最 も適した遺伝子組換え輩自質の 一 つ である と考えら
れる｡
血液細胞 は ､ 赤血球､ 白血球､ 血 小板など様々 な細胞群から構成 さ
れて い る ｡ 白血球ほ瀬粒球､ リ ン パ球お よ び単球 に分類 さ れ ､ さ らに ､
額准球ほ好中球､ 好塩基痩および好酸球 に分類さ れ る｡ こ れ らの 細胞
は寿命 が限 られ て お り､ 自
‾
己複製能を持 つ 共通 の 幹細胞 (多能性幹細
胞) か ら持続的に 生産さ れ る こ と によ っ て ､ 生体 に お ける恒常性が維
持 され て い る(Qu e s e nberry, 1990)｡ 白血球の 主成分 で あ る好申球は逆走
能､ 食食能､ 殺菌能な どの機能を有 し､ 細 菌や異常などの感染か ら生
体を防御する重要な役割を担 っ て い る ｡ したが っ て ､ 好中球減少時 に
は こ れ らの微生物感染症が頻発 し ､ しかも難治性で ある こ とか ら､ 好
中球増加作用を有する薬剤 の開発 が望まれ て い た ｡
勝耽癌細胞株5637の 培養上清 よ り精製 さ れ たh G- C S別ま ､ 分子量約
19,0 00 の糖蛋白質 であ る Welte et al. , 1985). So uzaら(198 6)お よびNagata
ら(1986)は部分的に明 らか に さ れ た ア ミ ノ酸 配列 に基 づ い て 合成さ れ
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ - プ を用 い て ､ cDNAライ ブ ラ リ ー よ り
h G- C SFcD N Aを ク ロ ー ニ ン グ し ､ 遺伝子組換えhG- C S F(rh G-C SF､
re c o mbin a nthG- C SF) の 大量生産を可能 に し た｡ Figurelに大腸菌を用
い て 生 産 し たrh G- C SF のア ミ ノ 酸 配列 を示す(so u z a e,t al. , 1986).
G - C SF8ま初め顕粒球系細胞の コ ロ ニ ー 刺激因子､ すな わち ､ 骨髄細胞
をin vitr oで分化 ･ 増殖させ て 瀕粒球系細胞の集塊 (コ ロ ニ ー) を形成
させ る増殖因子 と して 同定さ れ た の で こ の 名が ある ｡ その 後の研究か
らG- C S F の作用 は好中球に特異的であり､ 他 の 源粒球 (好塩基球､ 好
酸球) の 増加は促進しな い こ とが明らか にさ れた ｡
G-C SFは好中球系前駆細胞 の分化と増殖をin vib:o(N ic ola etal. , 1983;
Metc alf,1984)､ in viv o(Ta m ur a et al. , 1987; Mo o r e and Wa 汀e n, 1987)に お
い て 刺激 し ､ 成熟好中球 の生存 を延長 し(W illia m s et al. , 1990)､ 機 能
(ス ー パ ー オキサイ ド産生能(Kitaga w a etal.,1987;Sulliv a n etal., 1987)､
遁走能､ 食食能､ 粘着能(yuo et al. , 19 89)､ 抗体依存性細胞障害作用
(platze r etal. ,1986;Avalo s etal. , 190)など) を克進させ る こ とが知られ ､
好中球の分化､ 増殖に関与する造血因子 の中で 最も重要な因子 で ある 0
rbG-CS F の臨床に お ける適応 は好中球減少症で あり ､ 細菌お よ び貴
簡感染症の 予防な らび に治療に有用 と考えられ て い る ｡ 好中球減少時
に は 血 中内因性G -C SF濃度 が 上 昇 し て い る が Ⅳ atariefal･ , 1989;
Shirafujiet al., 1989)､ 十分･で は な い の で ､ 臨床 に は薬理学的用量 の
rh G- CSFが投与 さ れ る . 血中G- C S F濃度 は著しく上昇し ､ 好申球ほ選
択的に増加する｡ ま､た ､ 骨髄性白血病ヤ ー 部の 固形癌で 悪性細胞 の増
殖が ､ rhG-C SFに より刺激される こ とを除けば､ 特 に問題 と な る よう
な副作用 はなく ､ 大量投与も可能である(Gabri1ov eetal., 19 88;Morstyn
etal.
,
1988)o
癌化学療法に お い てrhG-C SFを抗癌剤投与後に用 い る と ､ 好中球減
少 の程度 が軽減さ れ ､ また その 回復も促進さ れ る結果､ 感染症の頻度
が半減す る(Bro n chud etal. , 1987･, Gab ri1o v e et al., 198; Mo rstyn et al.,
1988)｡ こ の こ と ほrhG -CS Fと併用すれば十分量 の抗癌剤投与が可能で
あ る こ とを示して い る ｡ 最近 で ほ ､ 抗癌剤の休薬期間を短縮 し､ 短期
間 で 効率良く化学療法を進 め る プ ロ ト コ ー ル も検討 さ れ つ つ あ る
(Morstyn etal. , 1989)o 骨髄移植で は移植後rhG-CSFを連 日投与す る こ
と に より､ 好中球 の急速な立ち上 が りが早期 に認め られ ､ 有熱期間が
短編する(Shed dan etal. ,1989;Mas aoka etal. , 1989)｡ 慢性の 好中球減少
症に対 して もrbG- C S Fの 治験が進 ん で い る ｡ また ､ 血0-CS F投与に よ
り､ 再生 不良性貧血(Kojim a etal., 19 0)､ 骨髄異形成症候群croyam a et
all, 1988;Kobaya shietal･, 1989;Ohyashikietal., 1989;Negrin etal., 19 90)､
周期性好中球減少症(Migliac cio etal. , 1990)お よ び後天性免疫不 全症候
秤(AⅡ)S)(Mile s etal. , 19 90)な ど の 症例 の多く で 好中味増加反応 が認 め
られて い る ｡
rhG- CSFの体内動態は1 987年に最初の 報告(cohe n etal. , 1987)が な さ
れ て以来 ､ 散見され るが ､ 10報を超える程度しかな い ｡ そ の 大部分 は
癌患者の化学療法 における好中球減少に対する治療効果を検討する過
程で ､ 血 費中rhG - C S F濃度 を測定し て い.る論文で あ る o 記載 され て い
る薬物速度飴的 パ ラ メ ー タ は ､ ほ と ん ど生物学的半減期 に 限 られ
(Gab do v e et al･ , 198; Morstymet all , 1988;Mo rstyn et al. , 1989;Layton et
al., 1989)､ 血祭中濃度推移 デ ー タ の み で全く薬物速度論的な検討を加
えて い な い 報告もあ る(ヰsa n o etal. , 1988). AU C､ ク リ ア ラ ン ス の 記載
があるEguchiら(1989;1990)の 報告 は ､ 比較的詳細な報告 と い えるが ､
分布容積､ 皮下投与時の バイ オ ア ベ イ ラ ビリ テ ィ等の 薬物速度論に関
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する パ ラ メ ー タ の 記述 が な い ｡ ま た ､ 今まで に報告 さ れ た生物学的半
減期 の間に は 5倍程度の帽が ある が ､ 多くの 論文が化学療法時の癌患
者にお ける もの で ある た め ､ 各論文で得られた デ ー タ の 差異が果た し
て個体差､ 癌種 ､ 使用 して い る化学療法剤 (強 い各種臓器障害を引
一
き
起 こ す副作用を持 つ も の が多 い) ､ あ る い はrh G- C S F の投与量 ､ い ず
れ によ る も の で あ る の か明らかで な い ｡ ま た ､ 他にrbG-C SF の血中濃
度推移に影響す る因子 がある の か も不明の まま で ある ｡ 臨床 にお い て
生理活性物質を用 い る 場合､ 投与量 の み な らず､ 投与経路､ 投与間 隔
な ど生理活性物質の特性､ また ､ 投与される患者の 病態などによ り ､
その 作用効果が大きく影響される もの と考えられ る ｡ rhG- C SF の臨床
応用 の 際 に も ､ 上 記 の 点 に つ い て 十 分 に考慮す る必要 が あ り ､
rh G-CS F の血中濃度推移が薬理効果 の良 い指標となる ならば ､ 適切な
投与計画の設計が可能と なる こ と が期待 で きる . また ､ G - C S別ま恒常
的な造血 に不可欠な生理的因子で あり､ rhG-C SF の体内挙動 を調べ る
こ と は生理学的な基礎研究と して み ても不可欠 で ある ｡
rhG- C SF の体内動態を明らか にする には ､ まず､ 未変化体 を特異的
か つ 高感度 に定量 で き る こ とが必須 とな る｡ ペ プチ ドや蛋白質等の 高
分子物質の体内動態を解析する上 で最も大きな問題点は定量法で あり､
本 研 究 で は ､ 新 た に Sandwich En zyme- Linked hm u n o sorbent Ass ay
田u S A)を用 い た 簡便か つ 精度 の高い 微量定量法 を開発し､ 他の 定量
法と比較した結果をま とめ た (第 1章) ｡ こ れを利用 して ､ rbG_ C S F
の ラ ッ トに おけ る体内動態の 基礎的検討を行 い ､ 速度静的な特徴､ 特
に代謝過程 の特性を明らか に した (第2章) ｡ 次 に ､ rhG- C SF の体内
動態と薬理効果の 関連性 に つ い て検討し､ 有効な投与法 に つ い て の 理
論的ア プ ロ ー チ を行 い ､ 併 せ て 天然型hG-C SFとの 比較 に つ い て 行う
こ と と し た (第3章) ｡ 以 上 の研究から明らか にな っ たrhG-C SF の特
性を考慮し､ より臨床上有効な薬物にする こ とを目的と して改良し た
誘導体を作製して体内動態お よ び薬理効果を比較検討した (第4章) 0
な お ､ 実験方法は各節ぁお わりに記述したo
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第1章 血清中rhG･C SFのS盈ndw孟ch En zym かL畳mke姐
‡m m umo s oTben忠 As s ay (E L ‡SA)によ る定量法の頼討
薬物の体内動態を解析する た め に は ､ 信頼性 の高 い 生体試料中の薬
物濃度測定法の確立 が必要である ｡ 生理活性物質ほ ､ 投与さ れ る量 が
少量 で ある の で ､ 測定の 対象とな る生体試料申の薬物量 は極 め て微 量
で あり､ 一 般に正確か つ 迅速な測定 ほ容易で は な い ｡ 高分子 で ある ペ
プチ ドや蛋白質の 定量法に つ い て ほ ､ その 構造が複雑 で あり､ 未変化
体を特異的か つ 高感度に定量する こ とは困難な場合 が多い ｡ rh G-CS F
の 定量法と して現在まで に知られ て い る方法と体内動態試験との関連
に つ い て ､ 次の よう にま と める こ とがで き る ｡
_主⊥匿塾塵進呈埜旦塵盤鑑週墓
①35s一棟識体
蛋白質の構成ア ミ ノ 酸の MetやCys残基 のS原 子 に
3 5
sを生合成的に導
入する方法 で ､ 標識に よる活性の 低下 は原 理的に全 くな い ｡ そ こ で ､
特 に失格し易 い 生 理活性蛋白質の 標識に適した手法 と い え､ エ リス ロ
ポ エ チ ン (Widn e s s et al., 1989)､ イ ン タ ー フ ェ ロ ン(John s et al., 1990)､
イ ン タ ー ロイ キ ン ー6(臥 -6)(Castelletal.,1990)等 の蛋白質で報告がある ｡
G-CSFに つ い てもcohe nら(1987)の報告があり､ 組換え体 (大腸菌) の
培地 に アイ ソ ト ー プで標識した ア ミ ノ酸 (35s- Met及び3Ss-cys) を添加
し ､
35
s一標識rhG- C S Fを生合成､ 腐 製後､ モ ル モ ッ トを用 い た体内動態
試験を行 っ て い る ｡
と こ ろ が ､ 生体内に投与さ れ た蛋白質が分解後､ 遊離 し た標識ア ミ
ノ酸は他 の 蛋白質の 合成に 用 い ら れ る の で 田ayふa etal., 1989)､ 血 中
放射能は未変化体の濃度を示すこ と に は な らず､ 何 らか の 分離手段
(TC A沈殿法､ 抗体沈殿法等) を用 い る必要性がある. C｡henら は ､
こ の種 の分離を行 っ て い な い の で ､ 投与後の経過時間の長 い 時点に お
い て は ､ 末変化体濃度を過大評価 して い る可能性が ある｡ ま た ､ 標識
ア ミ ノ酸 は高価で あ り､ 生合成 に は多く の費用がかか る こ と
.
が問題 と
な る｡
②'25Ⅰ-標識体
標識費白質 の体内動態試験 には簡便 で安価 で ある こ とか ら､ ク ロ ラ
ミ ン ー T 法 田u nter and Gre engard, 1962;Tejedw a ndBallesta, 1982)や ラ ク
トペ ル オ キ シ ダ ー ゼ法(Marchalo nis, 1969)を用 い で
25
ⅠをTyr残基 に導入
する こ と が行 わ れて い る ｡ エ リ ス ワポ エ チ ン (Naets and W ittek,1974;
Em m an o u eletal･
,
1984)､ イ ン タ ー ロ イ キ ン -2(Ohnishietal. , 1990)､ イ ン
タ ー ロ イ キ ン ー3(Metc alfa ndNic ola, 1988)等多く の黄白質に つ い て の 結
果が報告されてきた o しか し､ G- C S Fに はTyr残基 の数 が3個と少なく ､
Tyr残基が お そ らく蛋白質内部 に位置す る こ と に よ る が､ 生物活性 を
保持 し た まま で 1 25Ⅰ一標 識す る の は 困難 で あ る と報告さ れ て い る
Ⅳzu m akietal.,1989;Wata n abe etal. ,1991)｡ 実際に ､ ク ロ ラ ミ ン㌧ T法や
ラ ク トペ ル オ キ シ ダ ー ゼ法を用 い て標識した結果､ 抗G -C SF抗体 と の
免疫反蒔性を保持 させ る の は容易 で あ っ た が ､ 生物活性 を保持さ せ る
に は試薬量 の微妙な調節 が必要で ､ 再現性 に問題があ っ た ｡
受容体結合実験にお い て ､ ク ロ ラ ミ ン ー T法 即 ats uda etai., 1989)や ラ
ク トペ ル オ キ シ ダ ー ゼ法(Avalo s etal., 1990)で標識した12 5Ⅰ- G - CS Fが用
い られ て い る が ､ 多少生物活性を失 う た標識体が混在 して い て も ､ 比
放射能を‥s elf-displa c em e nt a nalysis”(Calv o etal. , 1983)から算出する こ と
により､ 結合定数ある い は結合量 を正確 に求め られ る ｡ しか し ､ 失活
した標識体は未変化体 と全く異なる体内動態特性を示す可能性が あり､
分離 も困難 で ある の で ､ 体内動態実験 に用 い る こ とは で きな い ｡
また ､ 125Ⅰ一標識体を生体内 に投与した とき に125Ⅰがdei.din as eによ っ て
脱離され て し まう こ と が種 々 の '25Ⅰ一標識黄白質 で報告され て お り
(Scheinberg and Stra nd, 1983;Zhlutskyand Nar ula, 1987)､ 放射能濃度が未
変イヒ体濃度を示すと は い えな い 点も問題 である ｡
35
s-標識体 ､ 125Ⅰ一棟識体 の い ずれ も体内動態実験 に用 い る に は問題点
が多 い こ と を示 した . また ､ 35sや125Ⅰは 半減期 が それ ぞれ8 8 日お よ
び 6 0日と短く ､ 頻繁な標識が必要となる点も問題で あり､ 特 に35s一
標識体 で ほ そ の 費用 が莫大なも. の とな る . 35s､ 125Ⅰ以外 にも ､ 蛋白質
の構成分子 であるCやH を標識(
14
c､
3
B)する こ とも可能で ある が ､ こ
8
れ らの アイ ソ ト ー プで は 比放射能を高 め る の は困難であり､ G -CS F の
薬用量で あるけgn(gオ ー ダ ー の投与で は ､ 血中放射能の測定ほ難しく ､
体内動態試験に用 い る こ とがで きな い ｡
2 . 生物活性を指標と した測定法
① コ ロ ニ ー ･ ア ツ セ イ法
c s F の名称の由来 となる 生物活性 を測定する方法で あ る ｡ 体内動態
試験 に応 用 さ れ た例 と して ､ rh G- C S Fを ヒ トに静脈内投与後 ､ 血清試
料中 のin vitr oにお ける コ ロ ニ ー 形成活性を測定 した結果が報告され て
い る(Morstyn et al. , 1988)｡ 生 物活性 を指標と して い る の で ､ 活性を保
持した未変化体を測定 して い る と考えられ信頼性 の 高い 定量法で あ る
が ､ 光学顕微鏡下 で コ ロ ニ ー を計数しなけれ ばな らず､ 迅速性及び簡
便性に問題 が ある ｡ また ､ 病態時 の 血清中 には細胞増殖阻害因子 が含
まれ る場合も多 い の で適用 で きず､ 実験が 限定さ れ るの も問題で ある 0
② 液体培養法
rh G- C SFを マ ウス の 静脈内に投与 した後 ､ 血祭試料のin vitroにお け
るG-C SF依存性細胞増殖を測定した結果が報告されて い る(O kabe et al. ,
1990)o G- CSF依存的に増殖する N FS-60細胞 の 増殖を測定し て ､ 既知
濃度のG-C SFを含む標準試料との 比較で活性を濃度 に換算して い る が ､
測定の 再現性 に つ い ての 結果が示され て い な い ｡ 実際に得られ た マ ウ
ス に お ける血祭中rhG-C SF濃度推移 の結果も非常 に大きな バ ラ ツ キ を
示した｡ 測定値は投与後の 時間と とも に は低下 して おらず､ 大きく上
下 して お り､ 実験技術の信頼性 に対して疑問が残る こ と が指摘され て
い る(Ta n aka a nd Ka n eko,1992)o また ､ コ ロ ニ ー ･ ア ツ セ イ法 と 同様､
病態モ デ ル動物を用 い た体内動態実験に適用 で きず､ 実験が 限定され
る の も問題 で ある ｡
③In viv oにお ける生物活性測定法
h viv oにお い て観察され るG-CS F の生物活性 のうち で比較的に測定
が容易な末梢血中白血球の増加作用を指標とした測定系が報告され て
い る が田attorietal･, 1990)､ 測定感度が著しく低く(o.lug/s ample)､ 迅速
性､ 簡便性も他の 測定法 に比 べ て 著しく劣る の で ､､ 体内動態試験 へ の
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応用は現実的で は な い と考えられ る ｡
生物活性を指標 と した測定法 は ､ 今ま で の と こ ろ体内動態試験に 用
い る方法 と して報告 さ れ て い か ､ ｡ しか し､ 血清中 に存在する生物活
性を測定する こ と は ､ 英効や毒性 の 良い 指標 とな る 最も基本的な薬物
濃度を与える と考えられるの で ､ 他め測定法を用 い る場合に お い て も ､
生物活性 を指標 と した測定法 と比較､ 検討する必要があ る ｡
且 遡 塵量迭
① R由ioim muno a ss ay(RIA)
競合法但guchiet all , 1989)と非競合法(Gabri1o v e et al. , 1988;Layton et
all, 1989)の 報告がある が ､ 非競合法が原理的 に感度の面 で優れて い る o
rhG - C SF
.
あ る い は 抗rhG - C S F抗体 を アイ ソ ト ー プ で標識する必要が あ
る が ､ 感度を上げる た め に半減期の短 い125Ⅰ標識が用 い られる o 一 回の
標識体で は 2 - 3 カ月 の 使用 が限度 で あり､ た びた び の標識操作が必
要となる｡ また ､ 今まで の 報告 で は測定 に使用する抗体 の特性に つ い
て の検討が十分な され て お らず､ 免疫反応性濃度が生物活性を保持し
た未変化体液度と - 敦する の か どうか は不明である ｡
@ sa ndwich En zym e- L in ked Im m u no s orbentAss ay@LIS A)
原理的 に はR 払と 同 じ で あり ､ 標識 と して アイ ソ ト ー プの か わ り に
酵素を用 い て い る ｡ 定量感度はR 払と 同等以上 で あり､ 非常 に高 い 感
皮(数10pdml)を持 つ 測 定法 が 報告 さ れ て い る 即otojim a et al. , 1989;
Om oh etal., 1989;Yo shida a nd Shitar a, 1989)o 標 識抗体は安定 で あ り､
少なく とも数年間 の保存 に耐える ｡ しか し､ 今まで の 報告 で は ､ 上 述
し た 和A系 と同様に抗体 の 特性 に つ い て の 検 討が十分 で はな く ､
Ⅲ 一ISAで の 測定値が生物活性を保持した未変化休漁度を示し て い る の
か どうか は不明で あ る｡
1 0
こ こ に挙げた定量法 のうち ､ 特にE LIS Åによ る もの は ､ ペ プチ ドあ
る い は黄白質の定量手段と して 近年､ 繁用 さ れ て きて い る(Greishela nd
Zhhn, 1989
･
, Tans w ellet al. , 190)｡ こ れ は､ E LIS Aの 持 つ 高選択性､ 高
感度､ 良好な再現性､ ま た､ 剛 Aの よう にア イ ソ ト ー プを用 い な い の
で施設､ 廃棄物等 へ の 配慮 を必要 としな い ､ 優 れた特性によ る もの で
ある ｡ し か し､ R IS Aの ような免疫イヒ学的定量法を体内動態試験に用
い る際に は ､ 抗体が未変化体を特異的に検出 して い る こ とを確認しな
けれ ばな らな い ｡ こ の 点､ 他の 生理活性物質 (各種csFやイ ン タ - ロ
イ キ ンな ど) との 交差反応性の有無 に つ い て は ､ 必 ず検討されて い る
が ､ 活性を失 っ た代謝物を測定せ ず､ 未変イヒ体の み を測定して い る こ
と を確認した報告は見あ たらな い ｡
G - C S F の ような高分子化合物の代謝物を分離 ､ 同定する こ と は ､ 困
難で あり ､ 上述 し た特異性の検討 は非常 に困難な実験で あ る が ､ 少 な
く とも ､ 生物活性 を指標 と した測定法と 一 致する デ ー タ が得られ る こ
と を確認 して ､ 未変イヒ体お よび未変イヒ体 と同じ生物活性を持 つ 代謝物
(活性代謝物) を特異的に測定 して い る こ とを確認する必要があ る ｡
そ こ で ､ Motqjim a(1989)､ Om od(1989)､ Yo shi血(1989)ら の 用 い た
E LIS Aの系 に検討を加え ､ 簡便か つ 迅速なEu S A定量法を確立した｡
あわ せ て ､ 生物活性を指標 と した 測定法 (液体培養法) に つ い て も ､
新た な測定法を確立 し､ ラ ッ トに お けるrh G-CS F投与後の 血清中濃度
に つ い てE LⅠS Aを用 い た と きの 測定値 と比較検討した｡
l l
1 - 1 E L 丑SAの確立
免疫化学的測定法は ､ 抗原 と抗体 と の 特異的な結合を利用する測定
法である｡ 免疫化学的測定法を定量法 と して 用 い る 場合は ､ アイ ソ ト
ー プある い は酵素を標識した抗体を使 い ､ 抗原 (測定対象物質) と抗
体との結合を定量 的に追跡し､ 標 識物質を測定して ､ 抗原量 (測定対
象物質量) を定量す るo rhG-C SF の免疫化学的測定で は ､ rh G_ C SFを
抗原 と して 用 い て 作製した抗rh G-CSF抗体とrhG - C SFとの 結合を利用
する｡
E uSAは ､ 酵素を標識 と し て使う､ 標識免疫化学的定量法の 一 つ で
あり､ 不溶化 した第1抗体と酵素 で標識 した第2抗体 が抗原 (測定対
象物質) を介して サ ン ドイ ッ チ状 に結合する仕組み を利用する｡ 第 1
抗体 と第 2抗体 は ､ 抗原 (測定対象物質) 上 の異な る部位を認識して
結合する の で ､ 原 理的 に2箇所以上 の抗原部位を持 つ多価抗原 の み に
適用される ｡
rb G- CSFの Ⅲ JIS Aを行う際の 測定操作 の概略 は以 下 の と お り で あ る
(Sche m el-1)｡ 第 2抗体 を標識する酵素と して は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼを採
用 した｡
①抗rh O- CSF抗体 (第1抗体) を固相 に吸着さ せ て 不溶化する(Step
1)0
②rh G-C SFを含む検体を加え､ rhG-C SFを固相化抗rhG-C SF抗体 と結
合させ る(Step2)0
⑨ ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識抗rhG-C SF抗体 (第2抗体) を加えて ､
固相上 に トラ ッ プされ たrhG-CS Fと結合き せ る(Step3).
㊨ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の発色性基質を加える と ､ 呈色 した反応物が生
成され る(step4)0
⑨呈色した溶液の吸光度 は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 量 に比例 し､ し た が っ
て 検体中 のrhG- CSF量 に関連する こ と にな る ｡ 未知検体中のrhG_ C S F
量 を算出する に は ､ 既知畢のfhG -C SFを含む標準rhG -C SF溶液で検量
線を作成する ｡
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IgG は抗原 に対 して特異的な結合性を示すFabと ､ 各IgGに共通 なFcか
ら成 っ て お り (下図) ､ Fc部分 を除 い て もⅠgGの 抗原 に対す る結合性
は変わ らなレ､o lgGのFc部分 の非特異的吸着が強く､ ⅠgG をその まま酵
素標識 に用 い る と 高 い 測定感度が得ら れ な い こ と が知ら れ て い る
Gshikawa etal･ , 1983a;Ishika w aetal. ,1983b;Im aga wa etal., 19 84)｡ 今回は､
IgGを ペ プ シ ン 消化してFc部分を瞭去後､ 還元 し て得 ら れ たFab.を酵
素標識に用 い た ｡
抗体 フ ラ グメ ン トの 調製
Faや碧
Fab S もs-sO nS
n
も
s H
ⅠgG F(ab
'
)2 Fab
-
酵素標識抗体 の合成法 に埠 グ ル タ ル ア)i,デ ヒ ド法(Av ra m e as, 1969)､
過 ヨ - ソ 酸法(Naka ne andKaw a oi, 1974)お よ び マ レイ ミ ド法(Kato etal. ,
1975;Ishika w a et al., 1983a)な どが知られて い る が ､ 前 2者 の 方法 で は
Fab
-の アミ ノ基 を使用する の で 抗体活性が損なわ れ る の に対 して ､ マ
レイ ミ ド法で はFab-の ヒ ンジ部の チ オ ー ル 基を利用 して い る こ と か ら､
抗体の 活性を損なうこ とがな い の で ､ 非特異的吸着 が少なく ､ 測定感
度 の高い 酵素標識Fab壕 調製する こ とが可能であり､ 今回 の標識抗体
合成 で は マ レイ ミ ド法 を用 い た ｡
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1 - 1 - A 標準曲線お よ び特異性
E uSA によ るrhG- CSF定量法 の確立 に あたり､ 使用 した抗rhG-C SF
IgG が､ rhG-C SFの 活性発現 に必要な部位を認識して い る か どうか を確
認する ため ､ rh G-CSF の in vib:o 活性 (骨髄細胞増殖活性) に対する抗
rh G- C SF IgGの 阻害 (中和) 作用を検討 し た ｡ ま た ､ 定量 可 能な
rh G- C S F の濃度範囲と他の 生理活性物質との 交差反応性を検討 したo
[実験結果･ 考察]
家兎をrh G-CSFで免疫 して 抗rh G-CS F IgGを得た｡ 第1抗体 で ある 固
相に用 い た抗rh G- CSF ⅠgG(lotP A- G N9)お よ び第2抗体である酵素標識
に用 い た抗rh G- C SF IgG(lotP Å- G N 5)は ､ とも にrhG- C S Fの in vitro 活性
(骨髄細胞増殖活性) を中和する抗体 で あ り ､ rh G- C SF の活性発現 に
必要な部位 を認識 して い た(Figurel･1)｡
酵素活性の検出は ､ 比較的安価な機器を用 い る こ と の で きる比色法
を採用 した ｡ 標識酵素の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 基質と して ､ 最 も高感度
な基質の 一 つ であ る3,3-,5,5- - テ ト ラ メ チ ル ベ ン チ ジ ン を用 い た(Bos et
al. , 1981)｡ また ､ 非特異的な血清 によ る定量上 の干渉を除去する た め
に田ashida etal. , 1983)､ 標 準rh G-C SF溶液あ る い は 血清試料 は､ 高濃
度NaCl溶液で 処理 (2倍希釈) した後 ､ 固相プ レ - トに添加 した ｡
倍々 希釈し て得た種々 の 濃度 の標準rhG-CS F濃度を横軸に ､ 対応す
る吸光度の1ogit変換 したも の を縦軸にと っ て作成した標準曲線をFigure
lr2に示 し た ｡ 測定範囲は40pg/mi - 20ng/hdであ る が ､ 20ng/ml以上の
濃度 で は吸光度 が飽和す る の で ､ 実 際 に測定可能な試料濃度 は10
ng/ml以下 とした ｡
Eu S Aの 特異性は ､ 各種の 生理活性物質を含む試料を4 回測定し､
bla nk (緩衝液 の み) の 値と比較 し て検討 した ｡ hu m a nintede血 n-1
(臥 -1)､ h n[ 2､ r e c o mbina nthm -3(rh m13)､ rh m-6､ r e c o mbin a nt hu m an
gra n ulo cyte/m ac r ophage c olo ny-stim ulatingfa ctor(rhG M- CS F)お よ び エ リス
ロ ポ エ チ ン野P O)を添加 した場合の 酵素活性と blank の値 には差はみ ら
れず､ こ れらの 生 理活性物質に対 し てE LISAは交差反応性 を＼示さな か
つ た汀ab[el･1)0
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Tab一el･1
CROSS-R EA CTN m ES FO R Eu SAOF rhG-CSF WJTH VARIO US
H EM ATOPOIET】CFAC TO RS
He m atopoietic Conc entration Abs orbance
Factor at450n m
Experim e nt 1
Experim e nt 2
blank
hlL-1
hJL-2
rH し3
rhGM-CSF
EPO
rhG-CSF
50 u n/
'
ts/m]
2,500u〃舶伽J
2,50 unI
'
ts/mI
25,000unI
'
ts/mI
82,500u nitsJM
I0ng/mI
b一ank
rM L-6 50
,
000unl
L
ts/m]
rhG-CSF 10ng/mI
0.067 ±0.004
0.0 73 士0.005
0.06 4j:0.001
0.064 ±0.OOて
0.064±0.004
0.072±0.006
1.270
0.090 ±0.008
0.076 ±0.002
1.317
Ea ch v alu eisthe m e a n±S. D.(n-4 exc eptfo r rhG-C SF ofn- 2).
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[実験材料お よび実験方法]
1. 試薬
琵or s er adish per o xiqas e(type VI)､ 4-(N - maleimido ethyl)cyclohe x a n e-1-
c afboxylic acidN -hydr o xysu c cinimidee ster､ apr o血in お よ び牛血清ア ル ブ
ミ ン (B S A)は Sigm a Che micalCo mわany (St. Ⅰ 皿 is)よ り ､ pepsin (lot
1222522 ト48)はBo ehringerCo mpa ny(M an nheim)より､ h m-1(lotB8224)､
h m-2(lotB8065)お よ びrh H. -3(lotB8316)はGen zym e(Bo sto n, M A)よ り､
rh m-6(lot3)お よ びrhGM - C S F(lot7)はア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン株式会社よ
り ､ シス テ ア ミ ン 塩酸塩 は和光純英株式会社より購入した ｡ 血G - C S F
お よ びEP Oは キリ ン ビ ー ル株式会社 で生産 したもの を用 い た ｡
2. 抗rh G- C SF抗体の 調製
抗rh G- C S F抗血清の調製 は 日本抗体研究所に依託 した ｡ 調製 の 手順
と し て ､ ア ジ エ バ ン ト と十分 に 乳化 したrhG-CS F(1 回目 o.25mg/
rabbit､ 2 回目以降o.5 mg/r abbit) を雄性日本白色種家兎の背部数箇所
に 2 週間 間隔 で計 8 回皮下 に投与し た｡ 免疫初 回 はc o mpleteFre u nd
-
s
adjuvantを用 い ､ 2 回 目 以 降は ､ 1otPAI GN5に つ い て はinc omplete
Fr e und
.
s adju v antを ､ lot P A-GN9 につ い て は 初 回 と 同様 complete
Freund
-
s adjuva nt を用 い た . 最 終免疫後 ､ 8 日 目に頚動脈から全採血
を行 い ､ 血 清を分取した ｡ 抗rbG- CSF抗体(IgG)を得る に は ､ 血清 を
硫安 に よ り塩析 し､ pr otein A カ ラ ム (Bio-Rad)を 用 い た ｡ ま た ､
rh G- C SF の生物活性
.(骨髄細胞増殖活性) に対する抗rhG-C SF IgGの 中
和活性 は 1⊥ 2 - A で述べ る液体培養法を用 い て 検討 した ｡
呈二 世 辿望全盛
抗rh G-CS F IgGを ペ プシ ン 消化し ､ ⅠgGか らFc部分を 除去 し て ､
F(ab
t
)2を分取後､ F(ab
-
)2を シ ス テ ア ミ ン塩酸塩 で還元 してFabせ 得た o
4-(N - m aleimid# thyl)cyclohe x a n e-1-c arboxylic a cid N -hydr o xy s u c cin imide
e sterを架橋剤と して用 い て ､ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と抗rh G-CS F Fab-を結
合 させ ､ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識抗rhG- C SFFab･を合成 した (Ishika w a et
al. , 1983a) 0
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4. 五LⅠSA操作法
① 第1抗体結合同相プ レ ー トの 作製
96穴ポ 1) ス チ レ ン 製 マ イ ク ロ プ レ ー ト(Ma xiSorp, Nu n c, Ro skilde,
加 n m ark)に50 m M 炭酸ナ ト リ ウ ム 駿衛液佃H 9.2)で400pg/mlに希釈し
た抗rhG-C SF ⅠgG(lotP A-GN9)溶液を50pyw ell分注し ､ 4℃で 一 夜置 く
こ とに よ っ て コ ー テ ィ ン グ した ｡
‾
リ ン 酸緩衝生理食塩水(P BS)で洗浄
した後､ 250pl/w eu の5 %BSAPB S溶液を添加 し て4℃ で6時 間以上放
置する こ と で ブ ロ ッ キ ン グ した ｡
③ 測定試料 の添加
BSA/P B S溶液 を吸引除去後､ 測定試料を 50pVw ellずつ 2 つ の ウ ェ ル
に添加し､ 4 ℃で 一 夜イ ン キ ュ ベ - トした ｡ こ の とき に ､ 血清試料 と8
% B S APB S で希釈したrhG- CSF標準 は 3M NaClを含むo.1 Mリ ン 酸ナト
1) ウム.緩衝液(pH 7.0): apr otinin 混合(9:1)溶液と等量混合後 ､ 測定試料
と して マ イ ク ロ プ レ ー ト に添加 した｡ ま た ､ long/miを 越え る濃度 の
O
rhG-C Sf埴 含む試料 ほあ らか じめ 8% B S A伊BSで 1 - long/mlの 濃度に
なる ように希釈 し た ｡
⑨ 第2抗体 (ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識Fabり の添加
マ イ ク ロ プ レ ー トをp BS で洗浄し ､ 0.5 M NaCl､ 5 %BSAを含む10
rTM l) ン酸ナ トリ ウ ム緩衝液(pH 7.0)で 3.2ドdmlに希釈し た ペ ル オ キシ
ダ ー ゼ標識Fabtを50pVw en で添加 ､ 室温で4時間イ ン キ エ ペ - トした ｡
◎ 酵素反応お よ び測定
マ イ ク ロ プ レ ー トをp BS で洗浄し たo 4 mg の3,3
-
,
5
,
5- - テ ト ラ メ チ ル
ペ ン チ ジ ン を1.5 ml の N,Nt - ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ドに と か し､ 15ml の
100m M酢酸ナトリ ウ ム 緩衝液(pH 5.5)と混合､ 1plの30% 過酸化水素
を加え たも の を基質溶液と して 100ド1/w en 添加した ｡ 室温 で100分間
イ ン キ エ ペ - トし た後 ､ 2 N硫酸を50ト1Vw ellb口えて 酵素反応 を停止 ､
450n mにお ける吸光度を M P R- A 4(東ソ ー 株式会社) で 測定した o 測
定結果は1og-logit 3次式に よ っ て 解析した.
と登真壁旦塗塾
各種生理活性物質 (h n-1､ h m-2､ rh m-3､ rh m-6､ rhGM - CSFおよ び
E PO) を含 ん だ試料を4 回ず つ 測定し､ bla nk の値 と比較した.
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1 - 1 - B 定量精度と確度
定量 の精度と正確さ は ､ 再現性(repr odu cibility)と 回収率(rqc o v e ry)か ら
評価した. 再現性 は ､ 異なる 同 一 濃度の 試料 の 日内測定値間の変動係
敬(intra- a ssayCV)と､ 異 なる 日の 測定値間の変動係数(inte r- as s ayCV)を
検討した ｡ rh G-C SF の体内動態実験 で は ､､ 実験動物としてラ ッ トを用
い る の で ､ ラ ッ ト血清中rbG- C S別こ つ い て検討した｡
[実験結果 ･ 考察]
rhG- CSⅠ確 未処理 ラ ッ ト血清で 0.3 - 2,000ng/ml の濃度 に希釈 した試
料を作製し､ 1 0回の 測定値から ､ intr a-a ss ayCV億 ､ inter- a ss ayCV値
お よ び回収率(re c o v e ry)を算出 した(Table1-2)｡ Intr a- a ss ayC V償は 4.0 -
ll.4 %､ inte r-a sayC V値は 8.7 - 13.6 %､ 回収率は ほ ぼ100 %と良好 で
あ っ た ｡ Inte r- a ss ayC V値 の うち でintr a- as s ayC V値 が占め る割合は 46 -
85 %で あり､ 残りの 54 - 15% が日間(as s ay-to -a s s ay)変動に起因する
もの で ある が ､ 免疫学的測定法 の変動係数と して は大きくな い こ と か
ら､ 測定間にお い て も精度の高 い定量法である こ と がわ か る ｡
20ng/ml以上 のrhG-C SFを含む血清試料 は検量線からはずれ る の で ､
あらか じめ測定時 に希釈する必要が ある が ､ 20お よ び2,000 ng/ml の
試料 にお ける変動係数は ､ lo ng/ml以下 の それ と差異はみ られず､ 希
釈に伴う変動係数 の増加 は小さ か っ た o ま た ､ rh G- C S Fをラ ッ ト血清
に添加 した試料 をE LIS Aを用 い て 直接測定す る と､ 固相 に吸着する
rhG-CS F量 が減少する血清干渉を起 こすこ と が予試験 に よ り示され た
が ､ 高濃度NaCl溶液で 2倍希釈す る こ とで ､ 回収率が ほ ぼ100%と な
り､ 完全 に血清干渉を除外 で きた｡
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Tablei-2
lNTRA-A SSA Y AN D] TER･ASSAY PRECISION A ND ACC URACY
Adde rhG･C SF htra-a ss ay hter･a ssay Rec overy
(ng/m々 CV(%) C V(%) (%)
0.3 11.33
2.0 4.02
10 11-38
200 10.32
2000 7.12
13.59 101.3
8.72 104,2
13.42 1012
12.29 102.0
9.41 100.3
1Cc cffic e ntofv ariatio n(CV)valu es w eredetermin ed e a ch day(n=3)
fo r e a chconc e ntr ado n･ The a v er age ofte nday
-
sCV valu e s r epr e s e nts
the intr a- a s s ay C V･ hter- a say C V valu e a nd re c o v ery w e re
deter minedfr o m30s a mple sfo r早aCh c o n c e ntr adon(3s a mple s e a ch
dayfo r10 days).
2 2
[実験材料お よ び実験方法]
1. 動物
雄性sprague- Da wley系ラ ッ ト (5 - 7週齢) を日本 エ ス エ ル シ
ー 株式
会社よ り購入 し た ｡ 動物飼育施設 (温度22 ±1℃ ､ 湿度55±5% ､ 明暗サ
イ ク ル12時間) にてSP F(Spe cificPathoge nFre e)条件下で少なく とも 1
週間の 予備飼育を した後､ 7 - 8 週齢で 実験 に供し た｡ 動物ほ予備飼
育を含め試験期間中､ 固形飼料(cE-2､ 日本 ク レ ア) およ び水道水を
自由摂取させ た ｡
2. 腹大動脈採血
ラ ッ ト を エ ー テ ル麻酔下 開腹 し ､ 腹大動脈を露出 させ た ｡ 豚骨動脈
の分岐点か ら心臓 側 の 血管 を指で 強く押 さ えて 血流 を止め て おき ､ ポ
リ エ チ レ ン 管を付けた ス テ ン レ ス 針 を豚骨動脈の 分岐点か ら心臓側 -
刺入 させ た ｡ 押さ えて い る指を離 し､ 血液 を採取した ｡ 採取 した血液
は4℃ に お い て18,000xgで5分間遠心する こと によ り､ 血清を分取した ｡
呈二重 由 旦選聾旦遡墓
16匹の 未処理 ラ ッ ト よ り腹大動脈採血､ プ ー ル した血清で0.3､ 2､
10､ 200､ 2,000ng/ml の各濃度 になる ようにrh G- C S Fを希釈 した｡ ポリ
プロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に分注 した後､ 液体窒素中で急速凍結し､ -80℃ で
測定ま で保存 した ｡ 1 日1 回の 測定 に つ き各濃度3試料ず つ 測定 し ､
1 0日 間 に わ たる 1 0 回の 測定値 か らintr a- a ss ay CV値､ inte r- ass ayC V
償お よ び回収率を貸出した ｡
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1 - 1 - C 従来のE LIS Aと の 比較
従来報告 さ れ て い るrhG - CSF のE LISA に よ る 定量法 の 問題点を以下
にま と め た ｡
①Motojim aら(1989):
固相に ポ リス チ レ ン ･ チ ュ ー ブを使用して い る の で ､ 迅速性 に欠
け､ 試料量 が比較的多く必要 とな るo 抗体を標識し て い る酵素の 基
質に変異原性が報告され て い るo - フ ェ ニ レ ン ジ アミ ンを用 い て い る ｡
②om 血 ら(1989):
抗rh G-CS F抗体を標識し て い な い の で ､ 第2抗体 と して 抗rhG-C SF
家兎 IgG抗体を添加後､ 第 3抗体として標識抗家兎 IgGヤ ギ抗体を
添加 して お り､ 挽作が煩雑 で あ る ｡ ま た ､ こ の 報告 は基本 となる 測
定系 の確立 の み で ､ 血清干渉 の除去法等 に つ い て は言及 して い な い
の で ､ 実際の 生体試料 に応用 で きる か どうか ほ不明で ある ｡
⑨yo shi血ら(1989):
測定感度が上記 2 つ の 方法 に比 べ て 著しく低 い ｡ 定量精度､ 生体
試料測定 に つ い て の記述がなく ､ 実際の測定 に使用で き るか どうか
不明で ある ｡
本研究 で確立 したELISA の改良点 は以下 の とおり で あ る ｡
①簡便性 :
固相 に マ イ ク ロ プ レ ー ト､ 標識抗体として ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識
抗rhG-CSF Fab-を用 い て い る の で ､ 定量操作 の 大幅な省力化が可能
とな っ た ｡
②安全性 :
抗体を標識し て い る 酵素 の基質 と して ､ 変異原 性 の な い 安全な
3
,
3',5,5
-
- テ トラ メ チ')Vベ ン チ ジ ンを用 い た o
2 4
③測定感度:
試料中rh G- CSF濃度 で表した測定感度(40pg/ml)は 既報 の方法と 同
程度で あ っ たが ､ 必要 とする試料量 が少なく ､ 試料 中rhG- CSF量 で
表 した測定感度 は 1p gと既報 の方法よ り高感度 であ っ た ｡ また ､ 測
定 に必要な試料が希釈 の ロ ス を含め て60pl程度と少量 で ある こ と か
ら､ ラ ッ トの ような小動物の繰り返 し採血に よ る実験 を可能に した ｡
◎血清干渉:
高濃度NaCl溶液で検体を2倍希釈する簡便な方法 で血清干渉を完
全 に除去で き ､ 抽出等 の煩雑な挽作 を加える こ となく ､ 血清試料中
濃度を直接測定する こ と が可能とな っ た｡
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i - 2 E L ⅠSAと生物学的活性を指標とした定量法との相関性
1 - 2 - A 液体培養法の確立
定量的なG - C S F の生物活性測定 の指標とし て ､ コ ロ ニ ー 形成活性 ､
細胞増殖活性お よ び末梢血中好申球の増加活性があ る が ､ 体内動態実
験に応用 で き る定量感度､ 精度 ､ 迅速性およ び簡便性を考慮する と ､
細胞増殖活性を測定する の が最も適して い る と考えられ た ｡ 細胞の 増
殖を測定する液体培養法 に は ､ 直接細胞数を算出する方法(Burges s et
al.
,
1982)､ テ トラ ゾリ ウ ム 誘導体(h m)の 発色を測定する方法(Motoji
etal.
,
1991)お よ び[
3
H】チ ミ ジ ン の細胞内 へ の 取り込みを測定する 方法
(Mo or e and Ro u s e, 1983;Griffin et al., 1984;Ralph et al. , 1986;Shir afujiet
al.
,
1989)が知ら れ て い る が ､ 測定感度 と迅速性 を考慮して[
3
H]チ ミ ジ
ン の取り込みを測定する こ と と した ｡
定量の 精度と正確さ は ､ 再現性(repr oducibility)と回収率(rec overy)か ら
評価した o rhG- C SF の体内動感実験 で は実験動物と して ラ ッ ト を用 い
る の で ､ ラ ッ ト血清中rhG -CSFに つ い て検討した ｡
[実験結果 ･ 考察]
液体培養法で得られる デ ー タ の 解析 に際し ､ 細胞 の D N Aに取り込ま
れた放射能を縦軸 に､ 希釈率を横軸 に とる と ､ 最大値が同じで ､ 活性
が高 い検体が右 に位置する曲線が得られる o デ ー タ の 実例 と して ､ 雄
性spragu e- Da wley系 ラ ッ ト に100けgA(gのrhG - CSFを 静脈内 に投与後 の
血清試料 に つ い て 測定した結果 (次節で述べ る実験 デ ー タ の 一 部) を
Figurel･3に示 した o 投与後の 時間経過 が短 い 試料の方が右に位置する ､
ほぼ最大値が同じ で ､ 平行な直線部分を持 つ 曲線が得られ ､ 時間が経
過する に したが っ て ､ 活性が低下 して い る こ とが わ か る ｡ 未知検体中
rhG - C SF濃度 を求め る に ほ､ 検体 と標準rh G-CS F溶液 の 直線部分 の平
行性検定 の結果から､ 効力比 を算出､ 標準rhG- CSF濃度を乗 じる こ と
によ り算出した｡
26
^∈
皿
宅J
”
O
甲 ‾
×
ヽ - 〟
g =
･B
吋
h
O
n
L
〈⊃
O
g =
0
監=
量
ト
【
I
の
l 一
Figurel･3
15
10
5
0
o10min
⑳20min
△40min
底 頂h
□ 2 h
磯 4 h
◇ 8h
常S旭nda rd
1 4 16 64 25610244096
D軸紬n
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100LLg/kg ofrhG-C SFwas Injected andbloodsamp一e swere coLlected. Seru m
sa mplesw e re s erial一ytwo-fold djtutedand[
3
H】thymidine uptake over5 h by m urin e
bone marrow cellswa smea suredafter67 hincubatio n. Thestandard shows200
ng/m[ofrhG･C SFin seru m.
2 7
hter- as ayCV償 およ び回収率の 測定の た め ､ 未処理 ラ ッ ト血清 で10
- 2
,
000ng/mlの 濃度 にrhG-C SFを希釈し た試料を調製した｡ 3 回 (1
日1回) の 異な る 日 の 測定値からinte r- as s ayCV償 およ び回収率 を算出
した汀able1-3)｡ Inter-a s s ayCV値 は4.18- 12.2 1%､ 回収率は ほ ぼ100 %
で
､ 生物活性を指標 と した測定法 と して は良好な定量精度 と正確さを
示 した ｡
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Tablel･3
!NTER･ASSAY P REC且S 旧N AND AC CURACY
Adde rhG-C SF lnter･assay Rec overy
(ng/m々 C V(%) (%)
10 12.07 114.5
50 4.44 97.6
200 4.18 10.6
2000 4.79 93.5
Each v alu e w asthe m e a n士S.D . obtain ed&o m thre e experim e nts.
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[実験材料お よ び実験方法]
1. 動物
雄性spragu e-D a wley系 ラ ッ ト (5 - 7過齢) と雌性c 3H佃e系 マ ウ ス
(6週齢) を購入 し､ ラ ッ トは 7 - 8週齢で ､ マ ウ ス は 7 - 1 4 週齢
で実験に供した｡ 飼育条件､ ラ ッ トか らの 採血 ､ 血 清分取法は 1 - 1
- B で述 べ た方法に準じたo
2. 試薬
牛胎児血清(FCS)はFlo wLaboratorie s(lot2910 1809;McLe a n, V A)ある い
はB∝kn ek Labo r atorie sIn c. (lotSF70318; Tr o nto, C anada)よ り ､ McCoy
.
s
5a 培地 は G ibc oLabor atories(GrandIsla nd, N Y)よ り ､ パ ー コ ー ル は
pha rm a cia Ⅳpps ala, Sw ede n)よ り ､ そ して[b]チ ミ ジ ン はNe w Engla nd
Nu cl甲r(Bo sto n, M A)より購入した｡
3. 液体培養法
伽]チ ミ ジ ン の 取り込み を指標 と して 細胞の増殖を測定した ｡
① マ ウス の大腿骨から骨髄細胞を無菌的に取り出した . パ - コ ー ル 密
度勾配 に重層､ 遠心する こ と に よ っ て 1.077g/c m
3以下 の 軽 い 細胞 で あ
る単核細胞を集め た｡
②単核細胞を10 %FCS含有McCoy
-
s5a培地中 に懸濁させ た後､ 37℃ で
2時間 co2イ ン キ エ ペ 一 夕
- 中 で 培養 した o 培養 は ､ 単核細胞中 の
CSF産生細胞 で ある 単球 - マ ク ロ フ ァ ー ジを培養皿付着法(Mes s n er e t
al.
,
1973)を用 い て 除去する た め の もの で ､ 液体培養法の 測定感度を上
げる目的 で 行 っ た｡
③測定する 血清試料 お よ びrhG-C SF標準 (あ らか じめ未処理ラ ッ トよ
り採取し た プ ー ル 血清 で 200ng/mlに希釈) をプ ー ル血清で2倍の 系列
で希釈し ､ 50pVw elげ つ96穴 マ イ ク ロ カ ル チ ャ ー ウ ェ ル 肝alc o n)の3ウ
ェ ル に添加した ｡ プ ー ル血清に よ る希釈操作 は ､ 血清添加 に よ りC S F
の 骨髄細胞増殖活性が非特異的に ､ 低csF濃度領域で は 阻害､ 高c s F
濃度領域 で は増強され る こ と に よ る影響(cba n etal. , 1971;Sz mitko wski
a nd Skr zydlew ski, 1985)を み かけ上除去 し､ 標準rhG-CS Fと 血清検体 の
30
希釈率 一 作用 (伽]チ ミ ジ ン 取り込み量) 曲線 の非平行性 を補正す る
た め の も の で ある ｡
⑥単核細胞懸濁液を5.3xlO
5
c ells/mlに希釈後､ 各ウ ェ ル に150LLlずつ 添
加した｡
⑧37℃で67時間 C O2イ ン キ エ ペ 一 夕 - 中 で培養した後､ [
3
珂 チ ミ ジ ン
を1pCi/50pyw eu添加 した ｡ 再び､ 37℃で5時間 c O2イ ン キ エ ペ 一 夕 -
中で 培養した ｡
⑥細胞懸濁液 を波紋上 に ハ - ベ ス トした ｡ 櫨紙を バイ ア ル に入れ ､
Bio凸ou r(Ne wEngla nd Nu cle ar)5 mlを加えて液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン ･ カ
ウ ン タ ー m -CA R S 1500型(packard)で計測､ 細胞の D N Aに取り込まれ
た放射能を測定 した｡
⑦希釈率に対 して 計測値をプ ロ ッ ト し ､ そ の 対数直線部分のrhG - C SF
標準に対する相対力価を平行線検定を用 い て 求め ､ rbG-C SF標準の 濃
度を乗じて 血清試料中rhG-CS F濃度 と した｡
地 盤直立望塑堪埜旦遡墓
未処理 ラ ッ ト より腹大動脈採血 ､ プ ー ル した血清 で10､ 50､ 200､
2
,
000ng/ml の各濃度に な る ようにrh G-C SFを希釈した ｡ ポリ プ ロ ピ レ
ン チ ュ ー ブ に分注した後､ 液体窒素中で急速凍結 し､ -80℃ で測定まで
保存した｡ 3 回 (1 日1画) の異なる 日の 測定値からinter- as s ayCV催
およ び回収率を算出した｡
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1 - 2 - B 液体培養法とE LISAと の 比較
前述した よう にE u S A の測定値 ほ検体中の 抗rh G-CSF抗体 に対す る
免疫反応性物質を検出して い る の であり､ 必ずしも未変化体濃度を示
して い る とほ い えな い ｡ そこ で ､ 本研究 で確立 した生物活性を指標 と
した測定法の液体培養法とE u SÅを比較し ､ そ の相関性を調 べ る こ と
で , E LIS Aが未変化体お よ び活性代謝物 .(そ の存在 は不明) を特異的
に測定で きる か どうかを検討した｡
[実験結果 ･ 考察]
雄性spragu e-Da wley系ラ ッ ト に10 トLgn(gのrhG- C S Fを尾静脈内あ る
い は皮下 に投与した後 の 同 一 血清試料 に つ い てE u S Aと液体培養法 で
定量を行 っ た ｡ Figurel･4 に皮下 投与後 の 血清中濃度推移を示す が ､ 両
測定法で ほ ほ - 敦 した値が得られ た｡ 静腺内お よ び皮下投与後の 血清
試料 に つ い て の 両測定値 の相関性 をFigurel-5 に示す｡ 測定濃度範囲が
広 い の で 両対数プ ロ ッ トで示し てある が ､ 相関係数 は0.9847と高く ､
完全な - 敦を示す傾き1 の 直線 に 近 い 値をと っ て おり､ 両測定法 で の
値 は ほぼ 一 致して い る と い える ｡ こ こ で用 い たE LISA は末変化体お よ
び活性代謝物 (その存在は不明) を特異的に検出して い る と考え られ ､
薬理効果 の良 い 指標となる血清中濃度測定値を与える もの と考えられ
る. しか し ､ 注 意しな けれ ばな らな い の は ､ rhG-C SF の R IS Aと液体
培養法の測定値 は常に 一 致する と は い えず､ 他の ロ ッ トの 抗体を用 い
る場合や ､ 血清以外 の検体､ 特 に代謝臓器中の濃度を測定する場合 に
は ､ 両 測定値 の禿離が生 じる可能性 があり ､ そ の 時々 に相関性を検討
する必要がある ｡
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[実験材料お よ び実験方法]
1. 動物お よ び試薬
1 - 1 一 別こ述べ た ｡
越 星空望塵皇室追ぜ遅延
ラ ッ ト に10 pgn'gのrhG- CSFを 尾静脈内ある い は 背部皮下 に投与し
た｡ 静脈内投与 の場合は10､ 20､ 40分､ 1､ 2､ 4､ 8時間後､ 皮下投与
の場合は10､ 20､ 40分､ 1､ 1.5､ 2､ 4､ 8時間後 に腹大動脈より採血し
たo 採血お よ び血清の分取法は 1 - 1 一 別こ述べ た ｡
趣 旦遡墓
同 一 血清試料に つ い てE uSA と 液体培養法と で定量を行 っ た o 定塞
操作に つ い て は 1 - 1 - A (E LISA) お よ び1 - 2 - A (液体培養法)
で 述 べ た ｡
3 5
1 - 3 小結
本章 で は ､ 従来報告 され て き て い るE uSAを改良し､ 高感度 で精皮
の高 いrhG -C SF の定量法を確立した ｡ 改良点は以下 の と おりで ある ｡
⑤ 固相 に マ イ ク ロ プ レ ー ト､ 標識抗体 と して ペ ル オ キ シ ダ - ゼ標識
抗rhG-C SF Fab-を用 い て い る の で ､ 衰量操作 の大幅な省力化が可能 と
な っ た ｡
⑧試料中rhG-C SF濃度で表した測定感度(40pg/ml)は既報 の方法と同
程度 で あ っ た が ､ 必要とす る試料量が少なく ､ 試料中rh G- CSF量 で 表
した測定感度は 1pgと既報の方法 よ り高感度 で あ っ た ｡ また ､ 測定 に
必要な試料 が希釈の ロ ス を含 め て60pl程度 と少量 であ る こ とか ら､ ラ
ッ トの ような小動物の繰り返 し採血 に よ る実験を可能に した｡
⑨高濃度NaCl溶液 で検体を 2倍希釈す る簡便な方法 で 血清 に よ る定
量上 の干渉を完全に除去 でき ､ 抽出等の煩雑な操作 を加える ことなく ､
血清試料中濃度を直接測定する こ と が可能と な っ た ｡
次に ､ rhG-C SF の生 物学的活性を指標 とし た液体培養法に よ る定量
法を新規 に確立 した . rhG-CS F投与後ラ ッ トの 同 一 血清試料 に つ い て
E LISA の測定値と比較する こ と に よ っ て ､ E u S Aが検体中 の未変化体
およ び活性代謝物 (存在するかどうか は不明) を測定して い る こ と を
確認した｡
本研究 で確立 したE LISA によ るrhG-C SF の定量法は血G-CS Fの 体内動
態試験を実施する 上で ､ こ れま で の 報告 に比 べ 優れ た方法である と結
論 で きる ｡ した が っ て ､ 本定量法を用 い る こ と によ り､ rbG - C SF の体
内動態に関する詳細な検討が可能となり､ また､ 本定量法は薬理効果
の予測 にお い て 良 い 指標とな る情報を得る手段 となる と期待 で き る ｡
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第2章 w払G -C SFの 生体内動態
一 般に ､ 薬物療法 にお い て は ､ 薬物が作用部位 に到達す るま で の 生
体内動態 とその 薬物 の薬理活性の 両者が､ 薬効を決定する重要な因子
となる ｡ そ こ で ､ 薬物の 生体内動態に影響する投与形態 (剤形) お よ
び投与法 (投与計画) が､ 薬物適用め方法論として重要な位置を占め
る こ と になる ｡ 至連投与法を設定する には､ 投与さ れる患者の病態お
よ び薬物 の体内動態 に関する様々 な情報 を基 に､ 期待さ れる薬理効果
ある い は副作用発現の 可能性を推定する必要が ある｡
序論に お い て 述 べ た よう にrhG -C SF の体内動態 に関す る情報 は ､ 限
られ たも の で あり ､ 数少な い 報告 にお い て 得られて い る薬物速度静的
パ ラ メ ー タ は ､ 生 物学的半減期しか記述され て い な い 場合が多く､ 不
十分な報告内容である o rhG- C S F の体内動態 に つ い て詳細な デ ー タ を
得る こ と はrhG-CSFの至適投与法を確立するた め不 可欠である. また ､
rbG- C S Fが投与される患者 は ､ 癌化学療法を受けた患者など､ 生理的
状態は健常人に比較して大きく異なる場合 が多く､ rh G- C SF の体内動
態の メ カ ニ ズム を知る こ と は ､ 投与され る患者にお ける体内動態ひ い
て は薬理効果の予測を可能にする手段と考えられる｡
本章で ､ 第1章で確立 したEuS Aを用 い ､ rhG-CS F のラ ッ トにおける
体内動態 の特性を明らか にする こ とを目的 と して ､ rhG- C S F投与後 の
血清中濃度を経時的に測定した ｡ 様々 な病態モ デル動物を用 い て血清
中濃度推移の薬物速度論的特性を解析する こ と によ り ､ rhG-CS Fの 主
代謝臓器と その代謝 の 過程を検討した｡
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2 - 1 投与量依存性および反復投与 によ る影響
2 - 1 - Å 投与量依存性
薬物の投与量を変化さ せ た場合 に ､ 体内動態が投与量に対して どの
よう に変化する の かを検討する こ と は､ 薬物の 分布､ 代謝お よ び排壮
過程 の 飽和 性を考え る 上 で重 要な知見 をも た らす｡ 本節 で は ､
血G- C SFをラ ッ ト に静脈内投与した とき の 血清中濃度推移の投与量依
存性を検討した ｡ 最小投与量と して ､ A UC (are a u nde r血e c urve:血 清
中濃度 一 時間曲線下面積) の算出 に大きな誤差を生 じな い 程度 の時間
ま で 血清中濃度 の測定 が可能な 1pgnEg を採用 し､ 最大投与量 は臨床
で報告さ れ た 最大投与量を若干上回る 100鵬推g を設定した｡
[実験療果 ･ 考察]
雄性spragu e- Da wley系ラ ッ トに 1､ 5､ 10､ 100pgn(g のrh G-CS Fを 静
脈内に投与し､ 血清中濃厚をE uS Aを用 い て 測定した(Figure2-1)｡ い ず
れの 投与量 に お い て も得られた血清中濃度推移は 2相性の消失パ タ ー
ンを示したo 5p〆kg以上 の投与量 の 血清中濃度推移の デ ー タ に つ い て ､
最小の赤池の情報量基準 (Alc､ 次節 に お い て 詳述) を与え る こ と か
ら最も適合する モ デ ル と考えられ た(A kaike, 1973;Ya m a oka etal. , 1978)
2 - コ ン パ ー トメ ン ト ･ モ デ ル にあて は めて解析した結果を Table2-1
に示した o lp釘kg の デ ー タ に つ い て は ､ β相 の 測定点が少な い ため に
2相で の 解析 はで きなか っ た ｡
投与量 の 増加 に従 っ て全身ク リ ア ラ ンス が低下し ､ 生物学的半減期
(tlβ(β)が延長す る の に対 し て ､ 分布容積 に変化 は み ら れ な か っ た
(Tab一e2-1). 全身ク リ アラ ン ス(CL･, Do s e/A U C)は 10pg促g ま で の投与量
で は ､ 投与量依存的に 一 様に減少したが ､ 投与量 を100pgn'g に増加し
て もそれ以上 の 全身ク リ アラ ン ス の低下 はみ られな か っ た ｡ また ､ 雄
性spragu e- Da wley系ラ ッ ト に 10LLgn(g のrhG-C SFを 静脈内 に投与 し､
尿中あ る い は胆汁中rh¢-CSF濃度をE u S Aを用 い て 測定し た と こ ろ ､
rbG-CSFほ検出されず､ 測定感度を考慮する とrbG-C SF の尿中およ び
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Ma一eSprague･Da w(eyrats(7we ekold)wereinjectedwith1(□),5(園),10(○)or
100(㊨)トg/kg rhG-C SFa ndthe rhG-C SF c onc entrationin the s eru mwa s
as sessed byELISA･ Eachpoin=sthe me an of fo ur animals with SID･indicatedby
bars.
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胆汁申排准率は 1 %以下 で あ っ た o 以 上 の デ ー タ か ら､ rhG- C S F の体
内からの消失機構 と して ､ 10pgn(g の 投与量で ほ ぼ飽和す る キ ャ パ シ
テ ィ の小 さな代謝過程 と ､ 飽和 しな い キ ャ パ シ テ ィ の 大きな代謝過程
があ るも の と推定され た ｡ こ の 消失機構 に つ い て は次節 で詳細に検討
した｡
通常の低分子薬物の場合､ 毛細血管壁 に存在する と され て い る 半径
約20 オン グス ト ロ ー ム の 小孔を通 じて細胞外液 と血液間をゆきき で
きる の で(Garlick and Re nkin, 1970)､ 分布容積 の ラ ッ トに お ける下 限 は
血祭量 と細胞外液量 の和を体重 で割 っ た170ml侭gであ り ､ 多く の 薬物
で は細胞内 - も移行する の で よ り大きな分布容積を示すこ とにな る ｡
高分子薬物の場合 に ほ ､ ある程度以上分子が大きくな る と毛細血管 の
小孔を通る こ とが で きなくなり ､ 分布は血祭 の み に限局される こ と か
ら ､ 分 布容積 の 下 限 は約40mukgとな る(Katz etal. , 1970;Ts ujiet al.,
1983;T riplettetal., 19 85)0 rhG-CSF のV ds sほ75 mVkg程度と血襲量 よりも
大き い値で はあ るが ､ 血祭量 と細胞外液量 の和よ りも小さ な値で あり ､
血中から細胞外液 の移行むこ制限が みられる｡ 種々 の ペ プチ ド､ 蛋白系
薬物の分子量 と分布容積の関係から･､ 分子量 1万 ま で は自由に細胞外
液まで分布できる が ､ 3 万を超え る と ､ ほぼ分布が血祭内に 限定され
る こ とが知られて い る(Hiroha shi, 1990) rh G- C S F の分子量 が約2万 で
ある こ と を考える と､ 分子量的にも安当な分布挙動で ある と い える ｡
40-
TabLe2-i
P HARM ACO KINETIC PA RAM ETERS OFrhG-C SF OBTAINED AFTER
INTRAVEN O US INJECT10 N
Phar ma cokineticparamete rs wer ee stim ated byfittingthe seru m c o ncetratio n
-time
datato atw o-co mpartm e ntmode一usinganonlinearleastsquaresprogram(NON u N
84)operatedonaVAX8350c o mputer(weight-1/y
2
). Ea chva一ueisthe m ea n±S･D･
of four rats.
Dose A U C CL
a
Vc Vds s tl′2(CX) t.花(β)
pg/kg ng ･ h/ml mWl/kg ml/kg ml/kg h h
1 12.8
±2.3
10
79.8 n.d.
a
n.d. n.d. n.d.
士13.5
72.8 70.3
±12.8 ±12.9
180 55.6
±10 ±3.2
10 19肪 53.1
±238 ±6.5
53.9 79.8 0.287 1.08
±102 ±4.0 ±0.096 ±0.08
47.8 66. 0.396 128
±7.0 ±2.1 ±0.131 ±0.14
50.6 8l.3 0A18 l.70
±12.1 ±10.4 ±0.161 ±0.30
&
ANOV Asho w ed that the m e a n s w er e signific a ntlydiffere nt(p<0.Ol). The
me anCLsfo r1a nd5pgrkg w er e significa ndydiffere nt丘o mthe m e a nCL fo r
lOけドgn(g(p<0.05).
b
AN O V Asho w ed that the m e a n s w er e signific antly differ e nt(p<0･01)･ T he
m e an oft
l,2(β)for5 pg収g w a s signific andydiffer e nt 免
･
om thatforlOトLg収g
(p<0･05)I Ther m ean tl,2(β)for10 pgA'g w a s signiflC antly diffe r e ntffo m that
forlOOドgkg(p<0.0 1).
°
notdete min ed.
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[実験材料お よ び実験方法]
1. 動物
雄性spragu e- Da wley系 ラ ッ トを5 - 6 過齢 で 日本 エ ス エ ル シ
ー 株 式
会社 より購入し､ 7週齢 で実験 に供した . 飼育条件は 1 - 1 - B で述
べ たo 但 し､ rhG-C SFの 投与直前の ⊥ 晩だけ絶食さ せ た o
A
ラ ッ トに1､ 5､ 10ある い は100鵬推gのrhG-C SFを尾静脈内に投与 し､
10､ 20､ 40分､ 1､ 2､ 4､ 8､ 12時間後 に採血したo 採血 ほ投与した反
対側の尾静脈から ､ マ イク ロ ピ ペ ッ トを用 い て行 っ た ｡ 採取 した血液
は4℃ にお い て10,000xgで2分間遠心する こ とによ り､ 血清を分取したo
血清 は ポ1) プロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に分注し ､ 液体窒素中で の 急速凍結後､
測定ま で -80℃ で保存 した ｡ 血清中rhG-C SF濃度はE LIS Aを用 い て 測定
した｡
3. 非線形最小自乗法 に よる一葉物速度論的パ ラ メ ー タ の算出
血清中濃度推移から速度静的パ ラ メ ー タ を算出するた め ､ 非線形最
小自乗法を用 い た ｡ 非線形最小自乗法の ア ル ゴ リ ズ ム はN O N LIN84
(StatisticalCo n s ulta nts,In c. , Lexingto n, K Y)の ハ - ト レイ ･ レ - ベ ン ベ ル
グ修正 ガウ ス ･ ニ ュ ー ト ン法を採用し､ v A X 8350上 で用 い た｡ 計算の
際の初期微分幅は10,000分の1を採用 し ､ 初期値 は残差法から得られ た
億を用 い た ｡ 残差平方和 の w eightと し て血清中濃度の 自乗分 の 1 を用
い た ｡
4 2
2 - 1 - B 反復投与
臨床 に お い てrhG-CSFを使用する際 には ､ 毎日繰り返し投与する こ
とが多 い(Duhrs en et al. , 198;Lo rdetal., 1989)｡ rhG-C SF の消失 がすみ
や か で ある こ と か ら､ 好中味造血 に代表さ れ るrh G-C SF の inviv o作周
を十分 に発現させ る に は ､ 連日 の 投与が必要とな る ｡ 薬物を反復投与
した場合､ 体内動態が変化する の は ､ しば しばみ ら れ る現象であり ､
rhG_ CS Fに つ い て も反復投与におけ る体内動態を検討する こ と ほ ､ 臨
床にお けるrhG-C SF の使用法を考え る と非常 に興味 の あ る と こ ろ で あ
る ｡ こ こ で は､ rhG-C SFを ラ ッ トに 静脈内ある い は皮下反復投与した
ときの 血清中濃度推移を検討した ｡ 投与量 は前述した単回投与の場合
の 主投与量である5ugnig を設定し､ 1日 1回7 日間反復投与した Q
[ 実験結果]
rh G- CSFを 5 けgn(g/day の 用 量 で 1 日 1 回 7 日 間 ､ 雄 性sprague-
Da wley系ラ ッ トに静脈内ある い は皮下 に反復投与 し､ そ の 血清中濃度
推移をE LⅠS Aを用 い て 測定 した ｡ 投与期間中お よ び投与終了後の 血清
中濃度推移を単回投与時の債 とと も に､ 静脈内投与の場合をFigure2-2
に､ 皮下投与の場合をFigure2･3 に示した｡
静脈内投与 にお い て ､ 投与直後 の 血清中濃度は投与期間中ほ ぼ
一 定
して い た が ､ 投与後8時間の 血清中濃度は投与5日日ま では低下す る
傾向にあ っ た(Figure2･2)｡ 単回投与時と7回反復投与時の 血清中濃度推
移を比較する と ､ 投与後 の時間が経過する ほ ど､ 反復投与時の 血清中
濃度が単回投与時 に比 べ て低くな っ て お り､ ヰお よ び8時間の値 は有
意 に低か っ た ｡ 単回投与後お よ び 7回反復投与後の血清中濃度曲線を
2 - コ ン パ ー トメ ン ト ･ モ デ ル に あて はめ て 解析し て得られた パ ラ メ
∵ タ のうち で全身ク リ ア ラ ン ス お よ びA U Cに有意な差がみ られ た
汀able2ぞ).
皮下投与 にお い て は ､ 投与直後 お よ びお お よそ最高血清中濃度を示
して い る と考えられ る投与後2時間の値は､ 投与期間中ほぼ
一 定し て
い た が ､ 投与後8時間の 血清中濃度 は投与5 日目ま で ほ低下する傾向
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にあ っ た伊igu r e2-3)o 単回投与時と 7回反復投与時の 血清中膿度推移
を比較する と消失相に お い て反復投与後の値 の方が低 い 傾向があり ､
投与後4時間の備 に は有意な差がみられ た｡ こ の と き､ 投与後 8時間
の億 は個体差が大きく ､ その 差は有意で はなか っ た ｡ 皮下投与後 の 血
清中濃度 一 時間曲線から得られた パ ラ メ ー タ のうち でA UCに有意な差
がみられ たCrable2-3)0
[考察]
反復投与に よ っ て ､ 静脈内投与およ び皮下投与とも に有意なA UCの
減少がみられ､ その 変イヒの程度ほ ､ 静脈内投与の場合で 17% ､ 皮下投
与 で 26 %で あ っ た ｡ 雄 性spragu e-Da wley系 ラ ッ ト にrh G-C SⅠ確 5
pgn'g/day の 用量 で 1日 1回 7日間反復皮下投与した後 の 血清中に含ま
れ る抗rh?-C S F抗体 をE u S A で測定 し た と こ ろ ､ 測定感度以下 で あ り
(デ ー タ ほ示 さず) ､ 反復投与に よ る消失の促進 は少なく と も抗体 の
産生 によ る も の で は なか っ た ｡
Laytonら(1989)は ､ 末梢血中好中球数が正常な範囲にある ヒ トで は ､
rhG - C SF の持続投与時に そ の ク 1) アラ ン ス が大きくな る が､ 制癌剤 に
よ る治療の ため に末梢血中好中球数が低下 した ヒ トで は ､ ク リ アラ ン
ス は変化しな い こ とを報告して い る ｡ 末梢血中好中球数が正常な範囲
にある ヒ トで は ､ rhG-CSFを持続投与する と末梢血中好中球数が正常
範囲を越えて上昇する o Layto nら は ､ ク 1) ア ラ ンス が大きくな っ て 血
中血G- CSF濃度を低下 さ せ ､ 好中球 の増加を抑制す る ネガ テ ィ ブ ･ フ
ィ ー ドバ ッ ク によ る好中球数の維持機構が存在する と推論して い る ｡
ラ ッ トで み られた反復投与によ る ク リア ラ ン ス の 変化 は ､ ヒ トの 持続
投与時 における変イヒと同じ機構と考えられる｡ クリ ア ラ ン ス の増大 の
機構が bytonらの 主張するネ ガテ ィ ブ ･ フ ィ ー ドバ ッ ク によ るも の で
ある場合 に は ､ 成熟好中球数を直接感知する か ､ あ る い は成熟好中疎
から分泌され る何らか の メ デイ エ ー タ の 受容体の存在が必要とな るが ､
こ の 点に つ い て は今後の研究課題 で ある ｡
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MaleSprague-Dawleyrats wereinjectedor℃e aday withrhG･C SF in adailydose
of5pg/kg for5 days andserum rhG
-C SFconcentratio nsweredeterminedat the
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また ､ ネ ガ テ ィ プ ･ フ ィ ー ドバ ッ ク の ような複雑な機構 を考えなく
ても ､ rb G-C SF反復投与によ っ て増加した好中球糸造血細胞表面 にあ
るG- C S F受容体 によ るク リ ア ラ ンス (い わ ゆ る受容体介在ク リ ア ラ ン
ス) の増大に よる と い う説明も可能である｡ 実際に ､ 次節で述 べ る よ
うに受容体介在ク リ アラ ンス と推定される現象も観察されて おり ､ あ
る程度の受容体介在ク リ アラ ン ス の寄与があるも の と考えられ る ｡ ま
た ､ 臨床 にお い てrb G- C S Fが適用 さ れる患者は ､ 末梢血中好中球数が
正常値よ りも低 い 患者で ある の で ､ 好中味系造血細胞 が 回復する ま で
の 間は ､ rh G-C SF のク リ ア ラ ン ス の増大は起こ らな い と推定さ れ る ｡
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AND DU RING AND AFTER REPEATED S UBCUTANEO US
AD MIN(STRAT[ON.
MaleSprague-Dawleyrats were ln)e Ctedor℃e adaywithrhG
-C SF inadailydos e
1
of5pg/kg for5 days and･serum rhG
-CSFc onc entrations weredeterminedat the
day1,3and 5 Other ratsthantheserats wereinjectedonce ad ywthrhG-C SFin
a dai一y dose of 5pg/kg orvehic一e dosefor 6 days a nd seru m rhG
-CSF
conce ntrationsweredeterminedatday7afteradministratio n of 5pg/kgrhG
-CSFI
Eachpointisthe m ea n offo ur anim alswithS.D.indicated bybars･
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Table2-2
PHA RM ACO KINET!C PARAM ETERS FO rhG･C SF AFTER SINGLE AND
AFT ER REPEATED INTRAV E OUSAD MiN[STRAT)O N
Rats were )nJe Ctedonce adaywithrhG
-C SF in adose of 5けg/kg/dayfor7days
a ndseru m con ce ntrations were m easured by EL]SA. Pharma cokinetic para m eters
were estim ated byfittingthe seru m c once ntratio n･tim edatato atwo-c o mpartm ent
m ode[usinga no nliearle a stsquaresprogram(NON u N 84)operated m aVAX8350
co mputer(weight-1/㌔). Eachvalu eisthe m e an offur a nim alswithS.D.
Dose A U C C L Vc Vd
ss
t.a(α) tl招(β)
ng ･ h/ml ml/h/kg miykg mI/kg h h
Single 118
±13
Repeated 97.6
a
±9.2
42.7
.
35.2 48.9 0.284 l･05
±4.9 ±3.9 士4.5 =弧069 ±0.04
5l.6
a
39.0 54.1 0.322 1.06
±5.2 ±10.5 ±10.2 ±0.098 ±0.11
&
p<0･05c o mpar edwi ththedatafo r si ngledo s e s･
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Tab一e2･3
PHARM AC OK)NETIC PA RA M ETE RSFO RrhGIC SF AFTER SINGLE AND
AFTER REPEATED SUBCUTANEOUSAD MINISTRAT10N
Rats wereInjectedonc e aday withThG-C SF in adose of 5トLg/kg/dayfor 7days
and se rum c oncentratio ns w ere m e asured by Eu SA. Bio availabitity after s･c･
administratio n w asdetermined bythe are as ratio m ethod(F - A UCsIC･/A UCi.v･)A
A U Cobtained fro m othertha nthese rats(Table2-2)wa suseda sAUCi.v .
Dose A U C Bio availability Cm ax
ng ･h/ml % ng/ml
Single 792
jS.6
Repeated 58･9
a
士11.3
67.0 172
±5.6 士3.4
60.4 14.5
±11.6 ±2.5
a
p<0･05c o mpar ed with thedataforsingledo s e s･
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[実験材料およ び実験方法]
1. 動物
雄性spragu e- Da wley系 ラ ッ トを 6週齢 で 日本 エ ス エ ル シ
ー 株 式会社
より購入 し､ 7週齢で実験 に供した｡ 飼育条件 は 1 - 1 - Bで 述 べ た ｡
2
. 投与計画
静沢内投与およ び皮下投与の各投与経路 に対 して ､ 3群 (1群4匹)
の ラ ッ トを用 い た ｡ 反復投与を行う動物の採血 によ る体内動態 - の 影
響を避ける た め ､ 反復投与期間 に お い て途中採血を行う群 と 6 日間 ほ
採血を行わな い 群 に分けた｡ それ ぞれの 群の 投与計画は以下 の と おり
であ っ た ｡
単回投与群 :rh G-C SFを含まな い 媒体 を1 m 壮g/day 6 日間投与 し た
(採血なし) 0 7 日日 に5pgn(g のrh G- C SI確 投与 し､
採血 した ｡
反復投与群
途中採血群
5トg/mVkg/dayのrh G- CSFを 7 日間投与 した ｡ 投与開始
から6 日間は採血 せず､ 7 日目の み採血した｡
5トLg/mlA(g/dayのrhG - C SFを 5 日間投与 した . 1 ､ 3 ､
5回目の 投与後､ 採血 した ｡
3. 採血お よ び定量
2 - 1 - Aに述べ た方法に準じた｡
生 戯 過
2 - 1 - Aに述 べ た方法に準じた.
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2 - 2 骨髄組織 に お ける代謝
2 - 2 - A 同時あて ほ め によ る非線形代謝過程の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
rh G-C SFの体内動態にお い て クリ アラ ン ス の 投与量依存性がみ られ
る こ とを前節で示した｡ 前節で は ､ 各投与量 の血清中濃度 一 時間曲線
に対して 2 - コ ン パ ー トメ ン ト ･ モ デ ル をあて はめ て 解析した｡ こ の
解析か ら得られ た各投与量 に対す る パ ラ メ ー タ は ､ それ ぞれ異な っ て
い た ｡ 実際の投与計画で投与量 か ら血清中濃度推移 を推定する場合 に
は､ 非線形過程を考慮した薬物速度論の モ デ ル を用 い る こ とが必要 と
なる. そこ で ､ Figure2-1に 示した デ ー タ を用 い て ､ 非線形な血清中浪
慶 一 時間推移デ ー タ を再現 で きる薬物速度論の モ デ ル を検討 した｡
[結果 ･ 考察]
Sche m e2-1 に示すよう に ､ 2 - コ ン パ ー トメ ン ト ･ モ デ ル にお い て 3
つ のrhG- C S F の消失速度過程を仮定して解析 を試み たo MdelIは線形
代謝の み の 場合､ Model ⅠⅠは M icha elis- Me nte n式に従う非線形 (飽和を
示す) 代謝過程の み の 場合､ Model ⅡⅠは 線形お よ びM icha elis- Mente n式
に従う非線形代謝過程 の 両方を含む場合 で あ る ｡ 線形過程の み の
M∝1elIを表す数式は解析的に解く こ とがで き ､ (1) -(3)式で表され る ｡
MdelI:
Dcp = 両 面[(
a -k21)e- a t'(k2 1-β)e-Pt]
α -を[(k12＋ k21 e ke)･
β -を【(k12･ k2 1･ kc) -
(k12＋k21 ＋ ke)2 - 4k2 1ke
(k1 2＋k2 1＋ ke)2 - 4k21ke
(1)
(2)
(3)
非線形過程を含む モ デ ル の 解析解は得られな い の で ､ 非線形連立微分
方程式を数値積分して解を得る こ と になる ｡ M odel Ⅱに つ い て は(4)-
(6)式に ､ M del ⅡⅠに つ い て は(7)- (9)式 に示した.
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舶 el Ⅱ:
dCl _ k12o Cl ＋k21◎ⅩdVl -
V m a x◎Cl/Vl
也
A ‾ L v ▲
‥ -
JL ⊥
--〟 ' 1 監 m ＋ Cl
些ま = k12･Cl｡Vl - k2 1｡X2
也
Cl(0) = Ⅹ1/Vl, Ⅹ2(0)≡ 0
M 由elⅠⅡ:
些と = - k1 2･Cl ＋ k2 1｡X2Nl - ke｡ Cl 一
也
空包 = k12･Cl｡Vl - k21｡Ⅹ2
也
Cl(0) = Ⅹ1/Vl, Ⅹ2(0) ≡ 0
Vm ax･Cl/V1
Ⅹ m ＋ Cl
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
各モ デ ル の 解を得 る の に ほ ､ M αkl Iにつ い て は MULTI Ⅳam a okaet
礼
,
1981)を用 い ､ Mdel II､ IIT に つ い て ほ MUL TI- RUNGE(Yam a oka
andNakaga wa, 1983)を用 い て 非線形最小自乗法で最適パ ラ メ ー タ を求
めた. 各モ デ ル に つ い て の解析結果の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン をFigure2-4 -
2利こ示 し ､ 得 られ た パ ラ メ ー タ をTable2-4 に示 した. M del Iは10
鵬推gの 投与量 の デ ー タ を大幅にu ndere stim ateし､ ModelIIは5 あ る い は
10pgn(gの投与量の 2 お よ び4時間後の デ ー タ を再現 で きな か っ た
(Figure2･4､ 2･5). それ に対 して ､ M del ⅡⅠは全 て の デ ー タ に 十分 な適
合性を示した(Figure2-6). モ デ ル の 適合性 に つ い て は実測値と予測値 と
の間の 残差平方和(ss)で客観的な判断がで き ､ M ∝ぬ1 ⅠⅡが最小値を示
すこ とからも､ 最も適当なモ デ ル と い う こ と が で きる(Table2･4)｡
一 般的に ､ 最適モ デル の 選択はSSの み で は判断する こ とは で きな い ｡
モ デ ル の パ ラ メ ー タ数を増してモ デ ル を複雑 にすれば､ それ だけモ デ
ル は融通性 が大きくなり､′ 実測デ ー タ とモ デ ル によ る予測値 は 一 致す
る よう に はなる が ､ 推定パ ラメ ー タ は実験誤差の影響を大きく受け る
ように なる ｡ つ まり､ パ ラ メ ー タ数と実測値 一 予測値の 適合性の かね
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Ce ntral Co mpa rtm e nt
CI Vl
K21月』K12
C2 V2
pe riphe ral Co mpartm e nt
Sche m e2-1
Model I :Ke
Model I :Vm ax/(Km ＋Cl)
Model ⅠⅡ:Ke ＋Vm a x/(Km ＋ Cl)
SCHEM ATIC REPRESENTATIO N OF THE BODY AS A TW O-C OM PARTM ENT
OPEN M O DEL FO RrhG-C SF Eu M[NAT[O N.
Eh
'
minationofrhG･C SF is restrictedtothe centra( co mpartment･ Mode[ ]
-
arethreediffere nte[imin ationprocesseofrhG
-CSF.
K12, K21: Inter
-c o mpartm e nt tr a nsfe rc onstants
Ke: Elimin atio n rate c onsta nt
Km : M icha ehs- Me nten c o n stant
Vm ax: Max血 u m v el∝ity
Vl, V2: Volum e of disbibutio n
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合 い が 問題 となる と こ ろ で ある ｡ 赤池は最尤推定法 を基礎 にモ デ ル 選
択 の 基準 と して 次の --A kaike
.
s Inform atio nC山edo n
”
(AIC)を提案 し た
(A kaike,1973).
AIC= n ･1nS S＋ 2 m (10)
こ こ で ､ nは 実測 デ ー タ ポイ ン ト数､ m は モ デ ル 中の パ ラ メ ー タ数 ､
s sは残差平方和 で ある. (10)式で第1嶺が モ デ ル の 適合性 に関係し､
第2項が パ ラ メ ー タ数に 関係し ､ AICが 最小 の モ デ ル が最適とさ れ る
(Alc推定法) . Tab一e 2-4 に示す各Mdel の AICを比較する と Model IⅢ
が最小であり､ AIC催 から考えて も最も安当なモ デ ル で ある と結論 で
き た｡
次に､ 非線形代謝過程がrbG- CSF の血清中濃度推移 に およ ぼす影響
を調 べ る た め に ､ Table2利こ示 した ModelⅠⅠの パ ラ メ ー タ を用 い て 非線
形代謝過琴の な い とき (vm ax - o) の とき の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン (投与
量5お よ び100pgAcg) を行 っ た ｡ 投 与量100pgA'gの 場合､ 非線形代謝
過程の寄与は無視で き る程度 で あ っ た が(Figure2･7)､ 5けgn(gで は ､ 投与
後4時間以降の低濃度 におレナて非線形代謝過程 の寄与が大きくな っ て
Y､た ｡ 臨床 で用 い られる投与量 は数pgn'g程度である こ とを考慮する と ､
非線形代謝過程 はrhG-C SFの 投与計画を考える際に 重要な因子の 一 つ
である と い える ｡
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Table2-4
PHA RM AC O KZNETEC PARAMETE RS OF rhG-C SF AFTE R iNTRAVENO US
INJECT10 NS O BTAINED B Y S[M ULTA NEO US FITTBN G
Pharma cokineticpara m et rswere estim ated byfittingthe serum concentration
-tim e
datatotwo-co mpartm ent m ode一swithvario us elimin atio nprocesse s us∫ng n On=near
Least squaresprogra m s(M ULTIor M ULTI-R UNG E)operated on aPC-9801
computer(weight-1/y
2
). Eachvalueistheme an±S.D.
Par am eters M odelI Model Ⅱ Mαおl IⅢ
K12
K21
VI
Ke
(h
'1
) o.13 8j=0.038
(b
ー1
) o.486±0.058
(m 推g) 60.0 ±4.5
(h
‾1
) 1.17±0.07
監m (ng/ml)
Vma x(ngPJkg)
s s(w eight:1/y
2
) 13.4
AIC 309
0.23 2 ±0. 55
0.586±0.057
62.2 ±4.2
1307 ±2 32
1645±281
0.4 47 士0.115
0.652 ±0.045
55.1±3.4
1.0 1 ±0. 6
1.92 ±0.8 0
163±48
10.3 6.22
281 226
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[解析方法]
1. 使用 デ ー タ
雄性spragu e-Da wley系ラ ッ ト に 1､ 5､ 10､ 100pgnEg のrh G- CS‡塘 静
脈内に投与し､ 血清中濃度をE LISAを用 い て 測定した結果(Figu 帽2･1)を
用 い た ｡ 各時点で の 個々 の 測定値をデ ー タ と し､ 計116個 の デ ー タ を
使用した｡
遡 ニ
タ の算出
微分方程式 へ の 当て は め の 計算 に は ､ MUL TⅠ(Ya rn a oka et al., 198
.
1)を
用 い ､ 解析的に解く こ とが で きな い 連立微分方程式 で表現さ れ る モ デ
ルの 場合 にほ ､ M U L Ⅵ- R U NGE(Ya m a oka 皿d Nakaga wa, 1983)を用 い た ｡
こ れは数値債分を組み合わせ た非線形最小自乗法に より速度論的パ ラ
メ ー タ を算出する方法 で ある o 非線形最小自乗法の ア ル ゴリ ズ ム は修
正 マ ー カ ー ト法 を採用 したo 数値積分 の積分帽は ､ 計算値が変化しな
くな っ た 最小時間の 1分を用 い ､ 残差平方和 の w eigbtと して 血清中濃
度の自乗分 の 1 を用 い た ｡
6 0
2 - 2 - B In Viv oにお ける骨髄組織に よる代謝
前節 に お い てrhG-C SF の代謝過程 に非線形代謝過程が存在する こ と
を示した . 得られた モ デ ル ｡ パ ラ メ ー タ は Km =1.92 ng/ml(=102pM)､
vm ax=163ngNkg(=8.67pm oIPJkg)と ､ K m ､ Vma又とも に非常 に小さな
値で あっ た(Table 2･4)｡ つ まり ､ こ の 非線形な代謝過程ほhighafflnity-
1ow c apa cityで あ る と い える ｡ G - CSF のような生理活性物質の代謝で は ､
highaffinity
-lo w c ap cityの 過程として､ 受容体介在ク リ ア ラ ン ス が考え
られ る ｡ 受容体介在ク リ ア ラ ン ス 機構と は ､ 生体 に投与され た薬物
(リガン ド) が特異的な受容体に結合した後､ 1)ガ ン ド ー 受容体複合
体と して細胞内 へ 取り込まれ (内在化) ､ 最終的に はリ ソ ゾ - ム で代
謝を受ける経路である(Maa cketal. , 1987;Smythe and Warre n, 1991)0
G-CS F受容体 ほ主 に骨髄組織中 の 造血細胞 に存在する(Nic ola and
Metc alf, 1984)o rhG-C SFの 非線形な代謝過程が受容体介在ク リア ラ ン
ス であれば､ 骨髄障害に よりク リ アラ ン ス の 減少が生じる｡ ま た､ 骨
髄障害 に よ る ク リ ア ラ ン ス の 減少 の程度 に ､ rh G- CSF の投与量 に対す
る非線形性 がみ ら れる こ と になる ｡ そこ で ､ 制痛薬を投与して作製し
た骨髄障害モ デ ル ･ ラ ッ トを用 い て ､ 骨髄組織 によ るク リア ラ ンス が
全身ク リ アラ ン ス に占め る割合を求め た｡
[実験結果]
骨髄障害を惹起する薬物 とし て は制痛薬､ シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド(CY)
を用 い ､ 100mgn'g腹腔内投与 4 日後 にrhG-C SFを投与した｡ Table2
･5
に体重､ 主臓器重量 ､ G - CSF受容体を持 つ 大喝骨の骨髄中有核細胞数
お よ び血清生化学検査 の結果を示す｡ シク ロ ホ ス フ
'
ア ミ ドを投与し て
も体重､ 肝､ 腎重量 およ び肝､ 腎機能の指標 となる 血清生化学検査値
(ク レ アチ ニ ン ､ 尿素窒素､ G OTおよ びGP T) に大きな変化 はみ られ
なか っ た o 一 方 ､ 造血系臓器である牌は重量 が半減し､ 骨髄中有模細
胞数は1/8 に低下 し､ 著 しい 骨髄障害を呈して い た の で ､ シク ロ ホス フ
ァ ミ ド処理ラ ッ ト により ほ ぼ骨髄特異的な障害モ デ ル を作製できた ｡
シク ロ ホス フ ァ ミ ド処理 ラ ッ ト にお い て は ､ G- CSF の受容体介在ク リ
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ア ラ ンス は ､ 対照 ラ ッ トに比 べ て 著 しく低下 して い る可能性が考えら
れる｡
シ ク ロ ホス フ ァ ミ ド投与によ っ て 惹起した骨髄障害モ デ ル ･ ラ ッ ト
およ び対照ラ ッ ト に5ある い は100p g収gのrh G- C S Fを静脈内に投与 したo
Figure2･8に示 した5pgnEgに お い て ､ 投与直後 の値 ほ両処理ラ ッ トで 相
違はみ られな い が ､ 投与4時間以降め血清中濃度 が低 い 時点に お い て
骨髄障害 モ デ ル ･ ラ ッ ト の方 が高 い 濃度を示 した ｡ そ れ に対 し て ､
100けg侭gに お い て は ､ 全 て の 時点 にお い て相違 はみられ なか っ た o
対照 ラ ッ トの 血清中濃度 一 時間デ ー タ を Model ⅠrIに よ っ て解析して
得られ た パ ラ メ ー タ をTable2･6 に示 し た o こ の対 照ラ ッ トで 得 られ た
パ ラ メ ー タ を用 い て ､ 骨髄障害時 の 血清中濃度推移を予測する こ と を
試みた ｡ M del Ⅲに お い て M icha elis- Me nte n式で表現さ れ る非線形代謝
経路が骨馳組織 に代表さ れる と仮定する と ､ 骨髄障害時 にはvm a xが変
化する こ
1
t にな る o 骨髄組織 にお ける代謝が受容体介在クリ ア ラ ン ス
であるならば､ そのVm a xはG -CS F受容捧を持つ 有核細胞数 に比例する o
した が っ て ､ 骨髄障害時のVm ax*は有核細胞数の 比 から､ Tab‡e2-5の デ
一 夕(Vm aj().せ 用 い て次式で算出さ れ る o
vm a x* ≡ (1.85x 10
7
)/(14.4x10
7
)x102ngh 促g
= 13.1 ngnl佃g
骨髄障害時に もKm は変化せず､ 他 の パ ラ メ ー タ も対照 ラ ツ ト の パ ラ
メ ー タ と同じ で ある と収定して シ ミ ュ レ ー トし た結果がFigure2-8 にお
い て破線で示した 血清中濃度推移曲線で あり ､ 実測値 と良く 一 致 し て
い る こ と が わか る ｡
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Tab一e2-5
B 旧CHEMICAL M EASU REM ENTS IN CYCLO PH OSP HAMIDE一 丁REATED
R A TS
Thedevelopm entofrena一, hepatic and he m atopoieticdysfunction wa s m onitor ed by
the me asure m ent of body andtissueweight, nuc]eatedc elfnu mberin fe m ur,
creatinine, B UN, G OT, and GPT Ievels. Eachvalueisthe mean ± S.D. ofeight
animals. StatisticalcomparISOnS Oftw .o m e ans wereperformed betwe encontroland
cyclophosphamide(C Y)tre atme nt(100mg/kg,ip).
Co ntro[ CY %ofcontrol
Pre･tre atm e ntbodyweight(g)
Po st･tre atm e ntbodyweight(g)
Liverweight(g)
Kidn eysweight(g)
Spleen w eight(g)
Nuc]eatedce=s(xl0
7
c e(ls/fe m ur)
Creatinine(mg/dl)
BUN(mg/dI)
G O T(IU/liter)
G P T(IU/liter)
253±9
281士11
11之と0.8
2.06±瓜16
0.655±0.116
14.4j:1.6
0,549±0.071
12.4±1.8
66.4 ±7.9
30.1±臥2
256±9 101
261士12
a
93
112i:l.3 100
1.飽土0.18 盟
0292±0.067
a
44
1.85±0.47
a
13
o.625±0.068
b
114
132士1.8 1略
55.9±10.9
b
84
30.Oj5.3 100
a
p<o･ol,I
b
p<o105
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[考察]
G-C SF受容体 に つ い て ほ1984年頃か ら報告があり(Nic ola and Metc alf,
1984;Nic ola etal.,1985)､ 1990年 には コ ー ドする遺伝子が ク ロ ー ニ ン グ
された伊uku n aga etal. , 1990a;Fuku n aga etal･, 1990b;Larsen etall ,19 0)o
G - C S F受容体 は骨髄細胞､ 内皮細胞お よ び胎盤 で その帯在 が証明 さ れ
て い る が ､ 量的に ほ薬理効果の標的細胞 で あ る骨髄細胞､ 特 に顕粒球
系の 造血細胞 に多く存在する こ と が知ち れ て い る(Nic ola a nd Metc alf,
1984;Bu s s olino etal., 1989;Uz u m akiet al., 1989). ま た ､ 各種細胞を用
い て の 結合実験 によ りG-CS F受容体の 解離定数 は100- 5 00pM程度 の
数値を示すこ と が報告 さ れて い る が(Nic ola, 1987)､ 前節 で得られた
rhG-CS F の非線形代謝経路のKm値 ､ 102pM と良く 一 致 して い る ｡
125
Ⅰ標識 したrh G-C SFを用 い た ､ in vitr oにお け る骨髄細胞 に よ るrhG -
CSF の内在化 お よ び代謝が ､ マ ウ ス 細胞 で 報告 さ れ て い る が(Nic ola
and Metcalf
,
1985;Shieh etal., 191)､ 幾 つ か の 問題点 の た め にin vitr o実
験デ ー タ か ら代謝過程 のKm ､ Vm a xを算出する こ とは困難 で ある ｡ 第
1に ､ 代謝速度が非常 に小さ い の で代謝物を検出す る た め長時間の イ
ン キ エ ペ - シ ョ ン が必要であるが ､ その 間に骨髄細胞 の中に は ア ポ ト
ー シス(apoto sis)を起 こ して死滅して い くもの が出てく る の で(William s
etal., 190)正確な代謝速度が得られな い o 第2 に､ 骨髄細胞機能の維
持に は ､ それ に適 した微小環境(he m opdeticindロCtive micr o e n viron ment,
肌 )(Trentin, 1970)が必要で あり ､ 通常 のin vitro培養条件 で はin viv oと
は全く異な っ た状態 に ある の で代謝機能もin viv oとin vitr oで は 大き
‾
く
異なる も の と予想され る｡ した が っ て ､ in viv oの rh G- C S F代謝 に お い
て骨髄組織がどの程度寄与して い る の か をin vi加 デ ー タ か ら予測す る
こ とは で きな い ｡
骨髄組織の寄与を見積る た め には ､ in viv oに お い て何 らか の 方法を
用 い て直接的に骨髄組織の代謝を検討する必要がある ｡ あ る組織 ･ 臓
器の ク リ ア ラ ン ス が全身ク リ アラ ン ス に対 して どの 程度寄与 して い る
の かをin viv oにお い て嘩討する場合､ 定常状態にお い て そ の組織に よ
る薬物の 除去率(ex地 cdo n r ado)を求め ､ 組織 の 血流 を乗じて ク リ ア ラ
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TIM E CO URSESOF ERUMrhG･CSF CO NCENTRATIO NS AFTER
INTRAVENO US AD M暮NISTRATIO N TO CYCLO PH OSPHA MIDE イREATED
RA TS.
MaleSprague
-Daw[eyrats(7 we eko一d)after cyclosphospha midetreatm e nt(100
mg/kg,ip)wereinjectedwith 5(□)or100(○)pg/kgrhG･C SFa ndrats after
sa一in etre atm entwereinjectedwith 5(圏)or100(㊨)pg/kgrhG-C SF. The serum
co nce ntrationofrhG･C SFwa sdetermined byEuSA. Eachpointisthe mea n offour
a nim als with S.D. indicated by ba(s. Sim ulatio n c urvesfor c ontrol rats were
ca[cu]ated by Mode川 uslng Para m etersin Table 2-6. Sim u一atio n c urve sfor
●
cyclophospha mide
-treatedrats were ca一c ulated by Mode==us暮ngPara m etrs Of
co ntrolrats exceptforVm a x. Vm ax in cyc[ophospha mide･treated Tats is 13･1
ng/h/kg.
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ン ス を算出する こ とが行わ れる ｡ 低分子薬物は もと より､ エ ン ドル フ
ィ ン や上皮成長因子などの ペ プチ ド ･ 蛋白で も代謝臓器のク リ ア ラ ン
ス が算出 さ れ て い る (Sato etal. , 1987;Kim et al., 1989)o 骨髄組織 に つ
い て ほそ の 解剖学的な特徴から ､ 洗入ある い は流出する動 ･ 静脈を特
定する こ と は困難で あり､ extra cdo n
.
r adoを直接測定する こ と は で き な
い ｡ そ こ で ､ 制癌其を投与して作製した骨髄障害モ デル ･ ラ ッ トを用
い て､ 骨髄組織に よ る ク リ アラ ン ス が全身ク リ ア ラ ン ス に占め る割合
を求めた｡
ラ ッ トにrh G-CS Fを静脈内に投与した後の 血清中rhG-C SF濃度は ､ 血
清中rb G- C S F濃度が低 い (数ng血1以下) 時点に お い て 骨髄障害モ デ ル ･
ラ ッ トの 方が高い 濃度を示 した｡ それ に対 して ､ 血 清中rbG- C S F濃度
が高い (long/ml以 上) 時点に お い て は ､ 対照 ラ ッ ト と の 差異 はみ ら
れなか っ た ｡ こ れ は ､ 骨髄組織 に よ る ク リ ア ラ ン ス の 血清中rbG-C SF
濃度 に対す る依存性 を示 して い る ｡ ま た ､ 骨髄障害 時 の 血清 中
rhG-CS F濃度推移ほ ､ G - CSF受容体を持つ 骨髄中有核細胞数の 減少率
と､ 対照 ラ ッ トで 得られた速度論的パ ラ メ - タ を用 い て 予測する こ と
が できた ｡
骨髄障害時の 血清中rh G-C SF濃度推移を予測す る際に用 い た 対照 ラ
ッ トの 速度論的パ ラ メ ー タ の 数億(Table2･6)は ､ Table2-4に示 した億 と
近 い もの が 得られ て い るが ､ K m ､ V m ax に つ い て は小さ い 値 とな っ て
い る o こ れ は ､ Table2-4た示した 実験 は ､ 絶食 した ラ ッ トを用 い た の
に対し て ､ Table 2 利こ示した実験で は絶食し て お らず､ 体重あ たり の
投与量 に若干 の差が あやため七考えられる ｡ また ､ Table2-6 に示 し た
Km ､ V m a xの標準偏差ほTable2-4 に示し たそれ よ り も大きくな っ て い
る o こ れほ■､ Table2-4 のデ ー タ は 4 つ の 投与量 で実験を行 っ た の に対
して ､ Table2+6の デ ー タ は 2 つ の 投与量 であり､ 測定ポイ ン ト が少な
い ために得られた パ ラ メ ｢ タ の バ ラ ツ キが大きくな っ て しま っ たも の
と考えられ た ｡
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Tabl¢2-6
P=ARM A COKINET8C PA RAM ETERS OFrhG-C SF OBTAINED AFTER
INTRAV ENO US INJECTIO N
Rats were [n)e cted with5or100pg/kgrhG
-C SF andseru m concentrationswere
l
m ea sured byEuSA. P harm a cokineticpara m etersinco ntro暮rats w ere e stim ated by
fittingthe seru m
･conc entration･tim edatatoMode柑l. Eachvalu eisthe m ea n offur
anim alswith S.D.
Par a meters
K12
K21
VI
Ke
(h
-1
)
(打
1
)
(mln(g)
(h
'1
)
Km (ng/ml)
Vm a x (ngPVkg)
0.4 14 j: 0.112
0.649 士 0.119
50.1 ± 3.7
0.904 ± 0.060
0.807 ± 0.757
102 ± 46
s s(1/yう 1.9 3
AIC 48.7
6 7
次に､ 受容体介在ク リ アラ ン ス の全身ク リア ラ ン ス に対する寄与を､
Table2q4 に示 した M伐お1Ⅰ‡Ⅰのパ ラ メ ー タを用 い て シ ミ ュ レ ー トした ｡ 受
容体介在ク 1)アラ ン ス の寄与を､ 濃度に対して シミ ュ レ ー トした結果
をFigure2･9に示 し､ 投与量 に対 して シ ミ ュ レ ー ト した結果をFigure2･10
に示した ｡ 血清中rh G- C S F濃度 が 1 ng/ml以下 で は ､ 受容体介在 ク 1)ア
ラ ンス が全身ク リ アラ ン ス の 半分程度 を占め るが ､ 受容体介在ク リ ア
ラ ンス の監m値 の 近傍である数ng/ml以上 の 血清中rhG-CS F膿度 で は ､
その 寄与は急激に低下 して い た(Figure2-9)｡ ま た ､ rhG -C SF投与後の 全
身クリ アラ ン ス に受容体介在ク リ アラ ンス が占め る割合 は ､ 投与量 の
増加に伴 っ て低下 して い た(Figure2･10)0
以上の 結果か ら ､ 受容体介在ク リ ア ラ ンス と考え られ る骨髄組織 に
よ る代謝の 全身ク リ アラ ン ス に対する寄与が､ 低血清中濃度時 にお い
て 大き･く なり､ 血清中rhG - C SF濃度推移に お ける投与量 に対する非線
形性の原因とな っ て い る こと が明らかとな っ た｡
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[実験材料お よ び実験方法]
L塾塾
雄性spragu e-Da wley系ラ ッ トを6過齢 で 日本 エ ス エ ル シ - 株式会社
より購入し､ 7 で実験 に供した｡ 飼育条件は 1 - 1 - B で述べ た o
2. シク ロ ホ ス フ ァ ミ ド処理
シク ロ ホ ス フ ァ ミ ド(lotN RO2)ほ塩野義製薬株式会社より購入した ｡
ラ ッ トに シク ロ ホ ス フ ァ ミ ドを100mgn(gの用量 で腹腔内投与し､ 4 日
後にrhG-C SFを投与した｡
迦 壁過度遡塵迭
ラ ッ トに5ある い は100けg偲gの rh G- CSFを尾静版内に投与し､ 10､ 20､
40分 ､ 1､ 2､ 4､ 8時間後 に採血 した ｡ 採血 およ び血清中rhG-CSF膿度
測定法 は 2 - 1 - A で述べ た o
4
. 血清生化学試験
血清中の ク レ ア チ ニ ン ､ 尿素窒素､ G OTお よ びGP Tを測定した ｡ ク
レア チ ニ ン ー テ ス ト ワ コ - ､ 尿素窒素B - テス トワ コ - ､ G OT - UV テ
ス
､
トワ コ - およ びGP T- U V テス トワ コ - (和光純英株式会社) を用 い ､
測定方法ほ添付文書に従 っ た ｡
5. 大腿骨中有核細胞数測定
エ ー テ ル麻酔下腹大動脈 より全採血致死後､ ラ ッ トの 左右大腿骨を
取りだし､ 各々 別の5 ml P BSの 入っ たシ ャ ー レ に入れた o 23ゲ ー ジ の
注射針を付けた5 mlの デ イ ス ポシリ ンジを用 い て骨髄 をシ ャ ー レ中 に
洗 い 出した後､ ポリ ス チ レ ン チ ュ ー ブに移 し､ 多項目自動血球計数装
置E -2 000(東亜医用電子株式会社) を用 い て有核細胞数を測定した ｡
左右大腿骨の測定値を平均して大腿骨当たり の 有核細胞数と した｡
a
タ の算出
2 - 2 - A で述べ た ｡
7 1
2 - 3 肝お よ び腎に お ける代謝
骨髄組織に お い てrh G-CSFカ宮代謝 さ れ る こ とを前節 にお い て 示し た
が ､ 骨髄組織ク .)アラ ン ス が全身ク リ アラ ン ス に占め る割合 は ､ lug/
kg投与時 に お い て も30%程度で ある(Figure2･10)｡ 高 い 投与量時 に お い
て はそ の 寄与は ほ とん ど無視で き る程度 で ある の で ､ rhG-C SF の主 要
な代謝部位ほ骨髄組織以外であ る と い える ｡ 薬物代謝で は､ 肝ある い
は腎が主代謝臓器 である場合が非常 に多 い ｡ ペ プチ ドあ る い は蛋白の
代謝 にお い て も肝ある い は腎に お ける代謝が主 で あ る場合が多く報告
されてVlる(Toka z e w skietal., 1983;Stump et al. , 1987;Rim etal. , 19 89)o
そ こ で ､ rh G- CS F の代謝 に つ い ても肝ある い は腎 に おける代謝が重要
で ある可能性が高 い と予想 し､ 検討を行な っ た ｡
前節にお い て も述べ た が ､ ある 臓器 の ク リ ア ラ ン ス が 全身ク リ ア ラ
ン ス に対 して どの 程度寄与して い る の かをin viv oある い はin situに お い
て 検討する場合､ 定常状態に お けるe xtr a ctio nradoを求め ､ 血流 を乗 じ
て クリ ア ラ ン ス を算出すや こ とが行なわ れ る . rhG- CSFの 骨髄組織以
外の ク リ アラ ン ス ､ つ まりM∝1el Ⅲにおけ る線形代謝過程 の ク リア ラ
ン ス は ､ Table2･4 のデ - タから次の よう に算出 で き る .
CL(lin e ar) = Ke ･ Vl
- 1･01 h
-1
x 5 5･1 mlA(g = 55･7 m班此g
こ の線形代謝過程が肝ある い は腎 どちらか 1 つ の臓器に よ るも の で あ
ると仮定して ､ extra cdo n mdo 申肝 FK)を算出する と､
肝の場合:FE = C L¢in e ar)/Qu
= 55.7 m 地位g/1760m】此収g
= 0.032
腎の場合:㌔ = cL(lin e ar)/QK
= 55.7 m 地位g/1370m油化g
= 0.041
ここ で ､ QE♪ QKはそれ ぞれ肝ある い は腎の 血渠流量を示して い る ｡ Qp
QKの 数値 は血流 の文献億(sas akietal. , 1968;Ded ricket al., 197 3;Lutz et
all, 1977)からへ マ トク l) ツ トを50% として算出した｡ FfP EKの 僅から ､
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extr a c由o n r adoは最大の 場合 で も4 %程度 であり､ 実際に測定する の は
困難 で あ る o ま た ､ e xtra cdo n r atio が 低 い 場合 に は ､ m ultiple pa s
perfusio nが用 い ら れ る o 250gの ラ ッ トか ら摘出した 臓器､ 200mi の潅
洗液を用 い ､ 腎のviabilityが保 てる60分間の潅流を行 っ たと倣定して ､
潅洗開始時の 海流液*rhG -CS F濃度(cp)に対する ､ 60分後の潅涜液中
rhG- CS F膿度(cp*)の 比を算出する と ､
Cp*/Cp =(200mト55.7 ml鵬 g ･0.25kg ･1h)/200mi
= 0.93
潅流後 のrh G-CS F膿度 の低下 は最大の 場合 で も ､ 7%で あり ､ m uldple
passperfu sio nを用 い て も ､ 実際の 測定 は困難で ある (さ らに ､ 腎は片
方の腎の み潅流する場合 が多く､ rh G- CSF濃度 の低下 は上記の 数億 の
半分 にな る) ｡
そ こ で ､ 肝 お よ び腎障害モ デ ル ･ ラ ッ トを用 い て各臓器クリ アラ ン
ス を算出する こ とと した ｡
2 - 3 - A 肝障害モ デ ル ･ ラ ッ トを用 い た検討
肝障害 モ デ ル作製に は機械的に肝組織を摘出する方法 (肝摘) と肝
毒性を持 つ 化学物質投与に よ っ て 惹起する方法と がある｡ 腎と は異 な
り､ 肝 ほ その 解剖学的特徴から全身的な血流分布を大きく変える こ と
なく全摘出する こ と は困難であり ､ 2β部分肝摘が通常行な われ て い る
田ig gin s and Anders on, 1931)｡ 肝毒性を示す化学物質ほ ガラ ク トサミ ン
(Kepple r et al. , 1968)､ ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン(Jollo w et al., 1973)等数多く
の も の が知 られ て い る が ､ こ こ で は四塩化炭素(Reckn agelet al. , 1967)
を用 い た ｡ 四塩化炭素 は投与され る と肝小胞体内の薬物代謝酵素で あ
るNÅDP 珪- チ トク ロ ー ムP-450還元酵素 に よ っ て 代謝され ､ トリ タ ロ
ロ メ チ ル ペ ル オ キ シラ ジカ ル(Cl,00 0
'
)が発生する｡ こ の ラ ジカ ル種は
滑面小胞体膜で脂質過酸化物を形成し､ 滑面小胞体膜 の 膨潤､ 凝集 を
もた らし､ 次 い で 核 ､ ミ ト コ ン ドリ ア､ 租面小胞体な どの細胞内小器
官を障害して 急速か つ 広範な肝実質細胞障害を惹起する｡
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[実験結果 ･ 考察]
部分肝摘､ 四塩化炭素投与と も に肝機能 の 指標 と な るG OTお よ び
G P Tが対照 の 債よ り著しく高く ､ 肝障害をき たして い る こ と が わ か る
(Table2-7)｡ また ､ ク レ アチ ニ ン お よ び尿素窒素も若干上昇 して お り､
腎機能にもある程度の障害が生 じて い る こ とがうかが えた ｡
こ の ラ ッ ト に10pgn(gのrh G-CS宙を尾 静艦内に投与し､ 血清中濃度推
移をE LIS Aを 用 い て 測定した ｡ Figure､2-11に部分肝摘 の 場合を ､ Figure
2-12 に四塩化炭素投与の 場合を示した . 両肝障害モ デ ル と も に投与直
後は肝障害モ デ ル ･ ラ ッ トの方 が若干高 い 血清中濃度で推移したが ､
明らかな消失の 遅延はみられなか っ た ｡ 得られた デ ー タを 2 - コ ン パ
ー トメ ン ト ･ モ デ ル を用 い て解析し､ そ の結果をTab暮e2-8 に示すo 個
体差が大きく有意で は な い が肝障害モ デ ル の 方 がVcが小 さく ､ その た
め に投与直後 のrh G- C S F濃度が高くな っ て い る も の と推定 さ れ た ｡ 肝
障害 によ るク リ アラ ン ス の 低下 は ､ 部分肝摘 で24%､ 四塩化炭素投与
で18%と大きなもの で はな か っ た ｡
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Table2-7
BIOCH EM]CAL M EASU RE M ENTS !N RATS WITH ‖EPATIC FAILURES
Thedevelopm entofrenala nd hepaticdysfunctio nwas m o nitored by m eas urement
ofcreatinin e,B UN, G OT, and G PT leves. Eachvalueisthe m ea n±S.D. ofthree
orfour anim als. Statistical co mpa nso ns oftwo m ea ns w erep form ed betwe en
sha mope ration a nd hepatecto myand betwe eno一ive oiEand C CI4injections･
Treatment Cre atinine BUN G OT GPT
mg/d/ mg/dI IU/lI
.
tor ILJ/1I
'
ter
Sha m operation
Pa rtialhepatecto my
OIive oil
C Cl4
0.654±0.043
0.863±0.041
a
0.555±0.042
0.734土0.023
a
14.0±1.3 66.3i5.9 28.Oj:2.9
34.0＋_3.5
a
1785±350
a
lO98i:420
b
14.2j:1.5 50.3±8.2 34.8土6.3
21.8i:1.O
a
210.7tt20.5
a
170.7i:45.9
b
a
p<o･o1,
b
o･o1<p<0･05･
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TIM E C OU RSES OF SERUMrhG-C SF CO NC ENTRAT10 NS AFTER
INTRAVENO US ADM]N[STRAT)O N TO HEPATECTO MIZED RA TS.
MaleSprague
･Dawley rats (8 weekold)after sha m operatio n(0)and partial
hepatecto my(A)weregiven with injectionof10pg/kg ofrhG-C SF. The serum
conc entratio n ofrhG･CSFwasdetermined byELJSA･ Eachpointisthe m ea n offour
animalswith S.D.indicated bybars.
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TIME CO URSE OF SERUM rhG-C SF C O NCENTRAT10NS AFTER
INT RAVE NO USAD MINISTRATIO N T O C C].
･ T R EATED RATS･
Ma一eSprague
-Dawleyrats(8 weekold)afterolive oi一(○)orC CI.tre atme nt(㊨)
weregwe nWith injection of 10ug/kg ofrhG-CSF･ The seru m concentration of
rhG-C SFwa sdetermin ed byEu SA. Eachpointisthe m ean offo uranima一sfor olive
oilandthre eforC Cl4tre atm e ntWith S･D･indicated bybars･
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Tab[e2-8
PHARM AC OKINETIC PARAM ETERS OFrhG･CSF OBTA(NED AFTE R
INTRAVEN O US INJECT10 NS T O R AS W 汀H H EPATJC FAILU RES
Pharma cokinetic parameters after 10 ug/kg rhG
･C SFadministration were
estim ated byfittingthe s erum c once ntration
-tim edatato atwo-compartment m ode一
usinga non]inearLeast square sprogram (NO NLIN 84)operatedon a VAX8350
computer(weight-1/y
2
). Eachvalu eisthe m ean ± S.D. ofthree orfo uranim ats･
Co mparis ons of two me answereperform ed betwee n sham operatio n a nd
hepatectomya nd betwe enolive oiland C C(.treatment･
Tre atm ent A U C C L Vc Vd
ss
tlJ2(α) t./2(β)
ng ･ h/ml 叩J/h/kg ml/kg m[ykg h h
Sha m 239.5
operatio n ±24.9
Partia[ 315.4
hepatecto my ±30･5
a
olive oi1 243.1
i20,0
42.08 46.40 6922 0.4591 1.714
±4.18 ±1.75 ±5.06 ±0.0367±0.285
31.93 35.70 45.72 0.5889 2.084
士3.07
a
iB.15
41.35 39.44
±3暮34 ±7.74
C CI. 295.3 33.97 2752
j:19.9
b
i2.24
b
i&99
±7.32
a
±0.1817 ±0.573
56.03 0.3108 1. 81
±4.01 土0.1442=姐.066
40.73 0.2948 l.i40
i5.00
a
:姐.0798 ±0.074
a
p<o･o1,
b
o･olqW ･ 肪
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[実験材料お よ び実験方法]
1. 動物
雄性spragu e-Da wley系ラ ッ トを6過齢 で日本 エ ス エ ル シ ー 株式会社
より購入 し､ 8 で実験 に俵したo 飼育条件 ほ 1 - 1 - Bで 述べ た o
遊 星塞盤選
ラ ッ トの左右横隔薬お よ び左臓側兼の 血管を ､ エ ー テ ル 麻酔下 で紡
紫して2/3機能的部分肝摘を行い ､ 対照と して開腹の みを行 っ た ラ ッ ト
を用 い た ｡ 四塩化炭素処理 は ､ 50%四塩化炭素/ オ リ ー ブ油溶液を2
mvkgの 用量 で腹腔内に投与して行 い ､ 24時間後 に実験 に供した . 対照
と して2mln(gの * 1)
- プ抽を腹腔内 に投与し､ 24時間後 にラ ッ トを用
い た ｡
と 幽 遡崖迭
ラ ッ トに10けgkgのrhG-C SFを尾静脈内に投与した o lO､ 20､ 40分 ､
1､ 2､ 4､ 8時間後に ､ 尾静脈からマ イ ク ロ ピ ペ ッ トを用 い て ､ 血清中
rhG- C S F濃度測定に用 い る血液を採取し た. 血清中rhG-C SF浪度測定
法ほ 2 - 1 - Aで述 べ た｡
4.
肝障害モ デ ル ･ ラ ッ トの 肝機能に つ い て は血清中G OT､ GP T､ 腎機
能に つ い て は 血清中 ク レ ア チ ニ ン ､ 尿素窒素(B U
▲
N)濃度 の検査 を ､
rhG-C SF血清中膿度推移試験の最終血液試料採取直後に腹大動脈か ら
採取した血液を用 い て行 っ た . 血清中GOT､ qP T､ 血清中ク レ アチ ニ
ン
､ 尿素窒素(B U N)濃度の検査法 は､ 2 - 2 - B で述 べ た ｡
盛 鼻迫
2 - 1 - Aで述べ た .
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2 - 3 - B 腎障害モ デ ル ･ ラ ッ トを用 い た検討
腎障害モ デ ル作製に つ い て も機械的に腎を摘出す る方法 (腎摘) ､
尿管を結紫する方法およ び腎毒性 を持 つ 化学物質投与に よ っ て 惹起す
る方法 と がある ｡ こ こ で ほ ､ 腎の 動 ･ 静脈を給費した機能的腎摘お よ
び尿管結紫を片側ある い ほ両側の 腎に つ い て行 い ､ 急性腎不全 モ デ ル
を作製した ｡
[実験結果]
機能的腎摘(Table2･9)およ び尿管結紫(Tab[e2･10)とも に血清中ク レ ア
チ ニ ンおよ び尿素窒素が対照 より著しく高く､ 急性腎障害を起 こ し て
い る こ とが わ か る ｡ それ に対 し て ､ 肝機能 の指標 である G OTお よ び
GPTの変化は小 さか っ た ｡
rhG-C SFを10LLgkgの 用量 で 静脈内 に投 与し､ 血清中膿度推移を
E LIS Aで測定した o 機能的腎揃お よ び尿管結紫によ っ てrhG-CSF の消
失は著しく遅延し､ 特に前者 にお い て 顕著であ っ た(Figure2-13,2-14)o
得られた血清中濃度推藤デ ー タを 2 - コ ン パ ー トメ ン ト モ デ ル で 解
析した結果をTabJe2･11､ 2-12 に示す｡ 機能的腎摘ラ ッ ト に お い て は生
物学的半減期の延長と著し い ク リ アラ ン ス の低下 がみ られ ､ 片腎で46
% ､ 両 腎で79 % であ っ た ｡ 尿管結紫ラ ッ トに お い て もク リ ア ラ ン ス の
低下 がみ られ た が､ 片尿管結紫 で16 %､ 両尿管結紫で44%と機能的腎
摘の場合の半分程度で あ っ た｡
[考察]
蛋白の代謝特性 に はそ の 分子量 が大きく影響する こ とが知ら れ て い
る(Str oberand W aldm a n n, 1974;Ma a cketal. , 1979). 分子量が数千の 比較
的低分子量の蛋白で は代謝は主と して肝で行われる ｡ 分子量が 2万程
度 にな る と主と して 腎で代謝され る よう になり､ さ ら に分子量が大き
くなると再び肝 に お い て主 に代謝され る よう にな る o rhG_C SFの 分子
量は約2万である ことから､ 分子量的には腎が代謝に大きく寄与し て
い るもの と推定される ｡
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Table2･9
BK)CH E臥別CAL MEASURE M ENTS 5N NEPHRECTO MIZED RATS
Thedeve[opm e ntofrena一and hepaticdysfun ction w a s m o nit red bym e asure m e nt
ofcre atinine, B UN, GOT, a nd G PT leves. Eachvalueisthe m ea n± S.D. of four
a nim als･ Statistical co mparlSO nS Oftwo mea nswere perform ed betwee n sha m
operat
'
LO n a nd ephrecto my.
Cre atinine BUN GO T GPT
Treatm ent mg/dl mg/d/ IUyI)
'
ter IUPI/
'
ter
Sha m operation 0.626士0.027 15.hl.4 74.5士14.2 33.0 出.6
Unilatera一nephrecto my 0.81牡0.049
a
24.5j:2.2
8
77.8jB.5 29.OilO.1
Bi[ateralnephrecto my 2･46土0･04
a
83･6 d･5
a
lOl･3j=13･1
b
32息7･5
a
p<o･o1,
b
o･olqO･05･
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機能的な肝 お よ び腎摘モ デ ル ･ ラ ッ トを用 い た実験 で ､ 腎摘 に よ り
rhG_C SFの 消失が著しく遅延する こ とが わかり､ 推定 を裏付け る結果
が得られ た ｡ また ､ 尿管結紫､ つ まり糸球体洩過を障害して い る条件
下 で の ク リ アラ ン ス 低下 は44%で あ っ た こ と ､ 最終的に尿中 へ と排壮
されるrhG_C SFは1%以下 である こ とか ら (2 - 1 - Aで 述べ た) ､
度､ 糸球体嘘過を受けた,hG- CSF の
一
ほ と ん ど全 て は 再吸収さ れ て い る
こ とが明らか で あ る ｡ 以上 の 結果をま とめ る と､ 腎 に おけ るrh G- C SF
の代謝の56%8ま一 度糸球体櫨過を受けたもの が尿細管上皮細胞中 へ と
再吸収され た後の代謝 であり､ 44% は血管側か ら取り込ま れ た後の 代
謝であ っ た｡
腎尿細管上皮珊胞 は各種組織細胞 の中で最も高 い各種カ テ プシ ン ､
ニ ュ
ー
､トラ ル エ ン ドペ プチ ダ
ー ゼ (E C 3.4.24.ll)含 量 を 持 っ て い る
(比ga shietal., 198 6;Sa s akietal. , 1989)o 分子量が 2万程度 の蛋白質 (イ
ン タ ー ロ イ キ ン ー 1β､ イ ン タ ー ロ イ キ ン - 2等) で は ､ 尿細管上皮細
胞中の酸性プ ロ テ ア - ゼで あ るカ テ プシ ンDがin viv oの 代謝 に大きく
寄与して い る(Kudo et alリ 1990;Ohnishietal. , 1990)｡ 蛋白質の代謝を担
うプロ テア ー ゼ を同定する には､ 各種の プロ テア ー ゼ に特異的な阻害
剤を投与する こ とが行なわれる｡
rhG-C SFの 代謝酵素を同定する目的で ､ rhG-C SF投与の 2 0分前 に各
種プロ テ ア ー ゼ 阻害剤､ ペ プス タ チ ンA (カ テ プシ ンD阻害剤) ､ ペ ス
. タチ ン (ア ミ ノ ペ プチ ダ ー ゼ 阻害剤) ､ ロ イ ペ プチ ン (カ テ プシ ンB､
H ､ L阻害剤) ､ チ オ ル フ ア ン (ニ ュ ー ト ラ ル エ ン ドペ プチ ダ ー ゼ 畔C
3.4.24.ll)阻害剤) ､ お よ びホ ス ホラ ミ ドン (メ タ ロ プロ テ ア ー ゼ阻害
刺) を25mgkgの 用量 で 投与した ラ ッ トに つ い て rhG-CSF の血 清中濃
度推移を換訂した ｡ しか し､ 血清中rbG-C SF濃度推移はプロ テ ア ー ゼ
阻害剤の 影響を受けなか っ た の で (デ ー タ は示さず) ､ 血G-C SF代謝
酵素の同定は で きなか っ た ｡
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Tab一e2･10
Bほ)CH EMICAL M EASUREM ENTS IN U RINARY TRACT LJGATED RATS
Thedevelopm entofre naland hepaticdysfunction wa s m onitored bymea sure m ent
ofcreatinine,BUN, and G OTleves. Eachva[ueisthe m ea n±S.D. ofthre e anima[s.
Statistic a一co mparison s oftwo m ea nswereperform ed betwee n sha m operation and
urinarytra ctligation.
Cre atin n e B UN G OT
Treatme nt mg/dl mg/dI /U/liter
Sha m operatio n 0.57 牡0.038 16.1』 .6 57.3±6.2
Unilatera]urinarytra ctIigation O･824d:1･24
a
24･9t2･1
a
63･7R ･l
Bilateralurinarytra ct]igatio n 2･51:弧06
a
89･3j=1･8
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a
a
p<0･01･
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TfM E CO URSES OFERU M rhG-C SF CO N CENTRAT10 NS AFTER
INTRAVENO US AD MIN[STRATION T O NEPH RECTO M暮ZED R ATS.
MateSprague-Dawleyrats(8weekold)after sha m operation(○)a nd unilatera[
(A)a nd bifatera暮(∩) nephrecto my were give ninjectio nswith 10 pg/kg of
rhG-C SF･ The serum c9nCentrationofrhG-C SFwa sdeter mined by Eu SA. Each
pointisthe meanoffo ur早nimalswithS.D,indicated bybars.
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TIM E C OU RSESOF SE RUMrhG-C SF.C ONCENTRAT10 NS AFTER
[N TRA VENO US AD M)NJSTRAT]O N T O URINARY T R ACT U G ATED RATS.
MaleSprague･Dawleyrats(8weekold)after sha m operatio n(○)and unilateral
(A)andb‖atera](□)urinarytractligation weregiveninjections with10pg/kg of
rhG-CSF. The seru m conc entration ofrhG-CSFwa sdetermined by EL]SA. Each
pointisthe mean ofthree anim alswith S.D･indicated bybars･
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Tab一e2･11
PHARM ACO KtNETiC PARA METERS OFrhG-CSF OBTAINED AFTER
INTRAVENO USⅠNJECT(ON T O NEPHRECTO M!ZED R ATS
Pharmacokinetic param eters after 10 pg/kg rhG
-CSFadministratio n were
estim ated byf榔ngthe seru m c onc entration
･tim edatato ahNO-c o mpartm entm odel
usinga nonh
'
n e arleast squaresprogra m(NONu N84)operated on aVAX8350
co mputer(weight-1/y
2
). Ea ch value is the m ea n± S.D. of fo ur a nim a一s.
Co mparisons of two m e ans were perform ed betwee nsha m operatio n and
nephrecto my.
Tre atm ent A U C C L Vc Vdss tl花(α) t一花(β)
ng ･h/mj m/”/kg mlVkg mL/kg h h
Sha m operation 23l.5 4.48 44.29 62.18 0.4474 1.512
i42.0 士9.46 士14.95 ±15.79 』.0916 ±0.265
U【=ateral
nephrectomy
Bilateral
415.5 24.13 36.90 55.90 0.4176 2.037
j23.5
a
±1.42
b
±3.80 ±7B6 ±0.1303 ±0.536
1075.8 9.429 42.75 65.15 0.4142 5.333
nephre cto my ±153.9
a
士1.253
a
±5.23 ±6.37 ±0.1417 ±1.591
b
a
p<o･o1,
b
o･olqW ･05.
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Tab(e2･12
P‖A RM ACO KINETIC PA RA METE RS OF rhG-C SF OBTAINED AFTE R
ONTRAVEN O US INJECT10 N T O U RfNARY T R ACT UG ATED RA TS
Phar mac okinetic parameters after 10 pg/kg rhG
-C SF administratio n were
estimatedbyfittingthe s erum c once ntratio nJtim edatato atwo･co mpartm e ntm odel
usinga nonJin earlea st squaresprogram (NO Nu N84)operated on aVAX8350
computer(weight-1/y
2
). Each va山e is the m ea n± S,D. of thre e a nim als.
Co mpariso ns oftwo means wereperform ed betvveen sha m operation a ndurin ary
tra ctligation.
Treatment AU C C L Vc Vd
ss
I.a(a) tl′2(β)
.
ng ･h/m/ ml/h/kg mI/kg mL/kg h h
Sha m operation 245.1 40.86 35.18 51.01
±11.8 j2.02 ±6.94 ±7.74
Unilatera一urin ary 292.7
tra c川gation ±23.O
b
Bilateralurinary 442.7
tractligation ±67.6
a
34.31 34.29 49.57
a .75
b
士9.23 士5.80
22.98 33.73 51.04
±3.84
a
±3,74 ±1.99
02818 1.069
士0.0382±0,074
02870 1.179
±0.0862 ±0.0042
0.4581 1.944
±o.o478
a
ゴi).167
a
a
p<o･o1,
b
o･o1可米0･05･
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[実験材料およ び実験方法]
1. 動物
雄性spr agu e-Da wley系ラ ッ トを 6過齢で日本 エ ス エ ル シ
ー 株式会社
より購入 し､ 8週齢 で実験に俵した. 飼育条件は 1 - 1 - B で述 べ た o
2. 機能的腎揃 お よび尿管結紫
ラ ッ トの 片側あ る い ほ両側の腎 の動 ･ 静脈を結紫して機能的腎摘を
待 っ た ｡ 手術 は エ ー テ ル麻酔下で行 い ､ 対照 と して は開腹の みを施 し
たラ ッ トを用 い た ｡ また ､ 片側あ る い は両側の尿管を結紫した腎不全
モ デ ルも作製し､ 同様に､ 対照と して は開腹の みを施した ラ ッ トを用
い た ｡
と垂 迦 壁遮塵選定迭
ラ ッ トに10い.gA(gのrhG -CS‡確 尾静脈内に投与した. 10､ 20､ 40分 ､
1､ 2､ 4､ 8時間後に ､ 尾 静脈から マ イ ク ロ ピ ペ ッ トを用 い て ､ 血清 中
rhG - CSF濃度測定 に用 い る 血液を採取し たo 血 清中rh G-C SF膿度測定
法は 2 - 1 - A で述べ たAo
生遡畳生進塁選塵
2 - 3 - A で述べ た ｡
皇 遡 也
2 - 1 - A で述 べ た o
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2 - 4 小括
ラ ッ ト に おけるrhG-C SF の代謝過程を明らか にす る こ とを 目的と し
て ､ 投与量依存生 ､ 反復投与お よ び各種病態モ デ ル を用 い た試験を行
っ た o rh G-C SF のク リ ア ラ ンス は投与量 に対して非線形性を示し､ 尿
中排壮お よ び胆汁申排聴 が1 %未満 で あ る こ と か ら､ 非線形な代謝過
程が存在する こ と が明らかとな っ た ｡ 薬物速度静的モ デ ル を用 い た 解
析の結果､ rhG-C SF の代謝は Micha elis- Me nte n式 に従う非線形代謝過程
と線形代謝過程と で表現された｡ シク ロ ホ ス フ ァ ミ ドを用 い た骨髄障
害モ デ ル を用 い た実験から ､ rh G-C SFの 非線形代謝過程は主として骨
髄組織が担 っ て い る こ とが明らか とな っ た ｡ 代謝過程 の Km億が102
pM と非常に小 さく ､ G - CS F受容体の解離定数に近 い 値を示すこ とから､
rh G- CSF の非線形代謝過程 は骨髄組織中の 造血細胞が持 つ G - C SF受容
体介在クリ ア ラ ン ス で ある と推定でき た｡
一 方､ 肝お よ び腎障害モ デ ル を用 い た 実験から､ rhG - C SF の主代謝
臓器は腎臓である こ とが明らかと な っ た ｡ 腎におけ るrhG-C SF のク リ
ア ラ ン ス機構は､ 糸球体嘘過を受けた後､ 尿細管上皮細胞内 へ と再吸
収され て代謝され る もの と､ 糸球体洩過されずに血管側から細胞内 -
取り込まれ て代謝され る もの があ っ た｡
89
第3章 血清中hG-C SF濃度推移と事理効果の 関連性
薬物速度論を研究する 目的の 一 つ は ､ 薬物あ る い ほ その 代謝物の体
液中濃度と薬理効果の 関係を解明する こ と で ある ｡ hG-C S 別こ つ い て
も ､ その 速度論的な特性を明らか に し薬理効果 と の 関連性 に つ い て検
討する こ とは重要な課題である｡
hG-CSFを動物に投与する とG -C SF受容体を介して種々 の薬理効果が
発環する と い う こ と は既 に述 べ た ｡ In viv oにおけるhG- C S Fの 薬理効果
の測定法と して ､ 以下の もの が挙げられ る｡
1)成熟好中味 の骨髄や血管内辺縁プ ー ル から末梢循環プ ー ル へ の
動員誘導: 末梢血中好中球数 の測定cra m t u a etal., 1987;U lichet
al. , 1988)
2)'多能性造血幹細胞およ び各血球系統の前駆細胞プ ー ル の増大と ､
そ れ らの 末梢血中 へ の流入: in vitr oおよ びin viv oにお け る コ ロ ニ
ー ･ ア ツ セイCram t m etal. , 1987)
3) 骨髄における頼政球糸細胞と赤血球系細胞の 比率 (M促比) の
上昇と前骨髄球な どの劫若細胞 の増加 :骨髄中細胞 の カ ウ ン ト
お よ び 塗 抹標本 で の 分類(Mo or e and Wau e n, 1987; U lich et al. ,
1988)
4) 好中球数の 増加お よ び機能克進 に基づ く ､ 放射線ある い は種々
の 細菌 (緑膿菌な ど) に対する抵抗性 の増大:放射線照由およ
び感染実験 で の L D50算出cr alm adge etal. , 1989;T am u r a etal., 191)
これら の うち ､ 2) - 4) に挙げた薬理効果ほbG-C SF の単回投与で
は対照からの変化 の程度が小さい の で ､ 通常､ 少な く と も数日間の連
投が必要で ある｡ それ に対して ､ 1) は単回投与で も十分な薬理効果
が観察でき ､ 測定も他 に比 べ て簡便 である ｡ そ こ で ､ h G-C SF単回投
与時の 血清中濃度 と末梢血中好中球数の経時的変化を測定 し ､ そ の 関
連性 に つ い て検討する こ と とした ｡
9 0
3 - l 投与経路依存性
生理活性 ペ プチ ドある い は蛋白質を経口投与する と ､ 消化液やpm に
依存する分解を受ける｡ また､ 消化管粘膜を透過し にく い の で全身循
環血中 へ の 移行性が著 しく低くなり､ 薬効が期待 で きな い 場合が多く､
一 般 に 注射剤 と して 患者 に投与 さ れ る o 経 口 投与を 目的 と し た
rh G- C SF のD DS製剤 に つ い て の 報告が ある がCTakada etal. , 1989;Takada
and Ushir oga w a, 1991)､ 基礎的な動物実験 の 域 を出 て い な い の で ､ 技
術的な革新がな い 限り注射剤として の 使用 に限 ら ぎるをえな い ｡ 注射
剤の投与経路と し て ､ 静脈内､ 筋肉内､ 皮下お よ び腹腔内投与などが
考えられる が ､ 各経路で投与した場合の薬効が異な る可能性もあり ､
どの 経路を選 ぶ の か は非常に重要な問題 となる｡
3 - 1 - A 血清中濃度推移の投与経路依存性
ラ ッ トに5pgn(gのrhG-CS Fを静脈内､ 筋肉内､ 皮下お よび腹腔内に
投与 し､ そ の 血清中濃度推移を測定 した｡ 臨床 に お ける至適投与量を
考慮し て ､ こ のrhG-C SFの用 量を設定した｡ rhG-CSF の適応症 は種々
の 原因 によ る好中球減少症であり ､ その 至適投与量も病態によ っ て 異
な る が ､ 数 LLgn(gを 投与 して い る 臨床例が多く報告され て い る
(Bro n chtld etal., 1989;Ha m m ond etal., 1989;Oya m a et al.,1990;Kotake et
al. , 19 91)｡ また ､ 予 試験の結果か ら､ 血清中濃度推移を検討する には
投与後8時間程度まで採血する必要があり､ 測定感度を考慮して最終
的 に5LLgn(g を今回 の 主投与量 と した. 佃に ､ 臨床 に お い て 実際に使
用されて い る投与経路である静艦内およ び皮下投与 に つ い て は 1､ 10､
100鵬錐g の 用量 に つ い て も検討したo
[実験結果]
雄性spragu e-Dawiey系 ラ ッ ト に 5LLgAEg のrh G-CS Fを尾静脈内､ 下肢
大腿部筋肉内､ 背部皮下あ る い は腹腔内に投与し､ 血清中rhG-C SF濃
度をE LISAを用 い て 経時的 に測定した｡ Figure3-1 に静脈内お よ び皮下
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投与､ Figure3-2 に筋肉内お よ び腹腔内投与の 結果を示し たo 静脈内投
与後､ すみや か に血清中濃度が低下する の に対 して ､ 皮下投与で は そ
の 全身循環血 へ の 移行 が遅く ､ 投 与後2時間 で最高血清中膿度 に達し
たが ､ それ以降､ 静脈内投与よ りも高 い 値で推移した(Figure3･1)｡ 筋肉
内お よ び腹腔内投与の場合も､ 投与後2 から3時間以降は静脈内投与
の場合よりも高 い 濃度を示した(Figure3-2)｡ また ､ 皮下投与 と腹腔内投
与の 血清中濃度堆移は非常 に良く似た血清中濃度推移を示したが ､ 筋
肉内投与の場合は ､ それ らよ り若干､ 投与後の 血清中濃度 の 上昇がす
みやかであ っ た ｡
血清中濃度推移の デ ー タ を モ ー メ ン ト解析 した結果をTabJe3-1に示
した ｡ 筋肉内､ 皮下 お よ び腹腔内投与後 の バ イ オ ア ベ イ ラ ビリ ティ は
60- 70 %程度で蛋白質と して は良好な値を示し､ 投与したrhG-C SF の
半分以上が ､ 投与部位から全身循環血中 - と移行し た ｡ 平均吸収時間
(M AT)は ､ 比 較的移行の 速 い筋肉内投与 に お い て も静脈内投与後 の平
均滞留時間(M RT)よ り大きく ､ Flip-Floptypeの 血 清中濃度推移を示す
こ とが明らかとな っ た ｡ 良好な バ イ オ ア ベ イ ラ ビリ テ ィ と小さな吸収
速度の た め に ､ 投与後2
`
- 3時間以降､ 筋肉内､ 皮下 およ び腹腔内投
与後の 血清中濃度が､ 静脈内投与 の それよりも高くな る もの と考えら
れた｡
静脈内と皮下投与 にお い て ､ 1 か ら 100pgA(g ま で投与量を変化 さ せ
た場合の 血清中濃度推移をFigure3-3(1,10pgn'g)とFigure3-4(100ugA'g)
に示した｡ 静聴内と皮下投与時の 血清中濃度パ タ ー ン の 関係は全 て の
投与量にお い て同様の傾向であり､ 投与2時間以降の 血清中濃度は皮
下投与の方が高 い値を示 した ｡
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Table3-i
P‖AR M ACOKINETIC PARAM ETERS OFrhG-CSF FOR VARIO US RO UTES
OF A DM‡NISTRAT暮O N
RatswereInjectedwith 5トLg/kgrhG
-C SFa nds eru m rhG-C SFco nce ntratio nswere
m ea sured byELJSA･ Mea n reside ncetime(M RT)a ndme anabs orptiontim e(M AT)
were ca[ u[atedus[ngthe m o m e nta nalysISI Bio availabifity w asdetermined bythe
area sratio m ethod(AUCother/AUCLv.). Ea chvaレueisthe mean±S.D. ofthree or
four anim a(s.
Ro ute of Au C Bioavailabili吋 M RT MAT
Administratio n
ng Ih/m/ % h h
)V
SC
lm
lP
99.03 1.341
±24.28 ji).177
57.14 57.70
士12. 2 ±12.34
66.73 67.39
±9.83 ±9.93
74.97 75.71
士17.33 ±17.49
3.918 2.57
±0.478 ±0.478
2
.894 1.553
:姐.563 士0.56
3.538 2.197
ji).395 ±0.395
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the m ean ofthre e orfo ur a nim alswithS.D.indicated bybars.
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[実験材料お よ び実験方法]
1. 動物
雄性spragu e- Da wley系ラ ッ ト(6週齢)を日本 エ ス エ )I,シ ー 株式会社 よ
り購入 し､ 7週齢で 実験に供したo 飼育条件は 1 - 1 - Bで述 べ た ｡
2. rh G- CSF の投与､ 採血 お よ び血清中rh G- C S F濃度測定法
ラ ッ ト に1､ 5､ 10､ 10 pgkgのrhG-C SFを ､ 尾静 脈内 ､ 下肢大腿部
筋肉内､ 背部皮下ある い は腹腔内 に投与した｡ 尾静脆から マ イ ク ロ ピ
ペ ッ トを用 い て ､ 血液を経時的に採取した｡ 血清の 分取法およ び血清
中rhG-CS F濃度測定法は2 - 1 - Aで 述べ た o
出 王立 二旦旦塞也
A UC お よ びA U MC(ar e a u nderthe mo m entc u r v e)ほ ､ 最終測定時点ま で
を台形法 で貸出 し､ そ れ 以後を外押 して 算出 し た ｡ 平均滞留時間
(M R T, m e a nreside n c edm e)お よ び平均吸収時間(M A T, m e an abs oTPtio n
dm e)は以下 の 式から算出 した.
M R T≡ A U MC/Au°
M A T- M R Tother- M R T i
. Ⅴ.
こ こ で ､ M R Tother､ MR T i. Ⅴ . はそれぞれ静脈内以外お よ び静脈内投与
後の M R Tを示す｡
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3 - 1 - B 薬理効果の投与経路依存性
薬理効果に対するrh G-CS F の投与経路依存性を末梢血 中好中球数 の
増加を指標 と して 検討 した｡ 投与経路と して 臨床 で使用さ れ る静脈内
お よ び皮下投与に つ い て 行 い ､ 投与量 は10 お よ び10叫gn'gと した｡ 臨
床 に お け るrhG-C SFの 投与量 は ､ 前 述 し た よう に数叫gA'gか ら数10
pgkgと い う報告が多 い が ､ rhG-C SFに対する反応性 に お い て ､ ラ ッ ト
は ヒ トよりも若干劣るため ､ ラ ッ トにおける末梢血中好中球数の増加
が十分 にみられる投与量 と して臨床用畳より高め の 投与量 (10ある い
は100LLg鵬) を設定した｡
[実験結果]
雄性spragu e-Dawley系ラ ッ ト に10あ る い ほ100pg収gの rhG- C S Fを尾
静脈内あ る い は背部皮下 に投与し ､ 末梢血中好中球数を測定 し た ｡
Figure3-5 に10LLgnEg､ Figure3
･6 に100トLgn(gの 用量 に つ い て の 結果を示し
た｡ 両投与量とも に投与後1 2時間ま で の 末梢血中好中球数に投与経
路依存性はみ られ なか っ た が ､ 投 与2 4時間後に お い て は ､ 皮下投与
の方が有意に高 い催を示し､ 薬理効果が持続して い た｡ 各投与経路 に
おける投与量の遠 い によ る薬理効果の差異ほ ､ 投与2 4時間後にお い
て の み 観察され ､ 投与4 8時間後 にほ ､ 全 ての 処理群 で末梢血中好中
球数は コ ン ト ロ ー ル の レ ベ ル にま で低下 した｡
99
瑠2
署､
r
X
ヽ 叫 ′
雀
8
=)
O
O
■ - 1 1■
■ ■ ■ ■■■
J=
旨 4
～
=3
q〉
Z
0
Figure3･5
* *
0 4 8 2432 48
Time(”)
TIME CO URSES O F PERIPHERALBLO O D NEUTR OPHIL CO UNTS OF RATS
W 汀H O R W 汀HO UT TR EATM ENTOF rhG-CSF.
Ma)eSprague･Daw)eyrats(7weekold)w e retre atedwith 10pg/kgofrhG-C SFvia
intravenous(⑳)or subc utaneo us(○)ro utes. Co ntrolrats receiv edo nlyvehicle via
intrave no us(艶)or subc utan eo us(□)ro ute s. Eachpointisthe m e an ofsix a nima(s
with S･E･indicated bybars･ D 伽renc esinne utrophiJc ou nts24hafteradministration
between s ubcuta neo us and
′
intraveno usgro ups whichreceived injectio n of
･
rhG-C SF
Were SignificantbyStudent
'
sトtest(
* '
p<0.01).
100
巧望
葺
”
0
㌣
知己
ヽ ■ ■一 ■一一
■
讐
8
=〉
0
班
～
J -
.よ=
B･ 尋も_ _
叫
= さ
q〉
Z
0
Figure3-6
*
0 4 8 24 32
Tim e(h)
48
TIMEC OURSES OF P ERIPHERAL BLO OD NEUTRO PHIL CO UNTS OF RATS
WITH O RWITH OUT TR EATM EN T OFrhG･CSF.
Ma一eSprague-Dawleyrats(7weekold)weretreated with 100pg/kgofrhGICSF
viaintraveno us(㊨)orsubc utan eous(○)ro utes. Controlrats rec eiv do nlyvehicle
viaintraveno us(闇)or subcuta neous(□)ro utes･ Eachpointisthe mean ofsix
anim a一s with S.E.indic ated bybars, Differencesin ne utrophilco unts 24h after
administratio n betw e en s ubcta neo us and intrave no usgro ups which received
injectionofrhG･CSFwere significantbyStudent
'
sI-test(0･01<
★
p<0･05)I
101
[考察]
rh G- C SF投与に よる末梢血中好中球数の初期の増加は骨髄中 の成熟
好申球プ ー ル か ら の放出を反映 し ､ 続 い て認め られ る増加した好中球
数の 維持 は主 と し て好中球産生 の増加を反映 して い る と考えら れ る
Cr am tlr a etal., 1987). 骨髄中プ ー ル か ら全身循環血中 へ の 好中球動員
に つ い ても ､ rhG-C SFが好中球表面 に存在するG-CSF受容体 に結合 し
てから実際の作用発現まで に は ､ ある程度の 時間が必要である｡ した
が っ て ､ 血清中rhG-C SF濃度と末梢血中好中球数の 関係 は単純な関係
で はなく ､ 有効血中濃度がどの程度で あ るかを決定する の ほ困難であ
る｡
実際のin vivoに お ける薬理効果は ､ 投 与後8 時間ま で の 末梢血中好
中球数 に ､ 投与量 ､ 投与経路依存性 はみ ら れず(Figre3-5, 3-6)､ 薬理効
果がほ ぼ飽和して い るも の と考えられ た ｡ こ れ は8時間程度ま で の 薬
理効果
L
i=影響する 血中rhG-C SFは ､ 投与後比較的に早 い時期 の も の で
あり､ こ こ で検討した投与量 ､ 投与経路 にお い ては ､ 薬理効果を発現
する の に十分な濃度がある もの と推定される ｡ それに対して ､ 投与
2 4時間後で は皮下投与の方が静脈内投与よりも高 い 末梢血中好中球
数を示した｡ 皮下投与の方が2時間以降､ 高 い 血清中濃度を維持し て
おり､ こ の 投与2 時間以降の 血清中濃度 が 2 4時間後の末梢血中好中
球数に大きく影響する た め と推定 さ れ る ｡
前章にお い て示した ように ､ 薬理効果に密接な関連があ る受容体介
在クリ アラ ン ス が血清中濃度推移に影響する の ほ 10ng/ml以下 の 濃度
にお い て である(Figure2-9)｡ 受容体 に結合して分解され る ､ つ まり薬理
効果の発現 に寄与して い るrhGIC SFは 10ng/ml以上 の 濃度 に お い て は
無視で きる程の割合で しかなく ､ 大部分 は非特異的な腎にお ける代謝
で分解され て し まうo long/ml以上 の 高 いrhG-C SF膿度 は ､ 薬 理効果
を考慮した場合､ 不必要に高い 濃度である と考えられる ｡
以上 ､ rh･G- C S F のin vfvo 薬理効果に お い て ､ 皮下投与 の 方が静脈内
投与よ りも ､ 持続的な作用 を与え ､ こ れ は投与後2時間以降皮下投与
の方が高 い 血清中濃度壷与えると い う血清中濃度パ タ ー ン の 特性 に よ
1 02
るもの であ ろう と推定さ れ る結果 が得られ たo イ ン タ ー ロ イ キ ン - 2
およ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン に つ い て も､ 皮下投与後の 血清中濃度が投与
後数時間で静脈内投与より高くなり､ 持続駒な血清中濃度を与え､ 薬
理効果が静脈内投与より高 い こ とが報告され て い る(Changet al., 1984;
Che e v eret all , 1985; Ka mpfet a且. , 1989; Ne u m aye r et al., 1989)o 受容体を
持つ 細胞群 が限定され ､ 細胞あたりの受容体数も少な い こ れ らの生 理
活性物質 で は､ in viv oに おける薬理効果 に対して は高 い 血中濃度を与
える必要性 はな い ｡ 有効血中濃度を与える こ と で薬理効果発現に必要
な受容体を占有 し､ そ して ､ 有効血中濃度 を維持する こ と に より ､ 新
しく細胞表面 に出現した受容体を古有する こ と になり､ 細胞内 へ の シ
グナ ル伝達が継続的 に行わ れ ､ 持続的な薬理効果が得られ るも の と考
えられる ｡
rhG-C SF の臨床 にお け る使用を考え る と ､ 低 い 用 量 で よ り有効性を
得る と い う観点から は ､ 静脈内投与よりも皮下投与の方が､ 有効な投
与方法 であると い える ｡ あ る い は ､ 静脈内投与する とき に､ 皮下投与
時の全身循環血中 へ の 移行時間を超える ､ 数時間に わ た る持続点滴注
入を行えば､ より有効な投与法となる とも考えられ る が ､ 患者の負担
が増える こ とを考慮する必要がある｡
また ､ 一 般 的に非常に高価 である バ イ オ テク ノ ロ ジ ー に よ る医薬品
を不必要に多く使用する こ とは ､ 患者に不等な コ ス トを強 い る結果 に
な る｡ 一 定 の 投与量 で よ り有効な投与法を選択する こ とは経済的に も
重要な ことである ｡ 腎性貧血治療薬である エ リス ロ ポ エ チ ン の 腹腔内
投与 の臨床試験qrenken etal. , 1988･, Fre nke n9tal., 1989)に対して ､ 腹腔
内投与は バ イ オ ア ベ イラ ビリ テ ィ が皮下投与と比 べ て 著しく低く､ 全
て の 時点にお い て皮下投与 より低 い 血祭中濃度を示すの で ､ 投与経路
と して採用す べ き で はな い ､ との 指摘がなさ れ た こ と は(Ste v e n s etal. ,
1989; ;Ma cdo ugal etal., 1989)､ よ り良 い コ ス トパ - フ ォ ー マ ン ス が 要
求され る こ と の - 例 と い え る o
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[実験材料およ び実験方法]
1. 動物
雄性spragu e-Da vley系ラ ッ ト(6週齢)を日本 エ ス エ ル シ
ー 株式会社 よ
り購入し ､ L 7週齢で実験に供した ｡ 飼育条件 は 1 - 1 - Bで述べ た o
2. rhG-C SFの投与
ラ ッ ト に10､ 100鵬推gのrhG-C SFを ､1尾静脈内あ る い は背部皮下 に
投与した ｡
と違盈塾生旦廷吏垂塾週宝達
ラ ッ トの 尾 をア ル コ ー ル綿で清拭し､ キ ム ワ イ プ で ア ル コ ー ル を ふ
き取 っ た後 ､ カ ミ ソ リ で尾静脈を切開した｡ 尾根部から切開部 に向か
っ て指で切開した静脈を押しなが ら マ ッ サ ー ジを し ､ ヘ パ リ ン 処理 マ
イク ロ ピ ペ ッ ト を用 い て 採血 した o 採取 した約200い.1 の血液 は1.1 %
E D T A-2Naを分注(25LLVtube)後､ 風乾 させ た ポリス チ レ ン チ ュ ー ブ に移
し､ 多項目自動血球計数装置E - 2000(東亜医用電子株式会社) を用 い
て白血球数を測定したo ま七 ､ プ レ ー ン ･ マ イ ク ロ ピ ペ ッ トで採取し
た約50pl の血液を5%E D T A-2Naお よ びp BS(pho sphate-buffer ed salin e)が
50ド.1ずつ 入 っ た ポリ プロ ピ レ ン チ ュ ー ブ中 へ と混和し､ 遠心塗抹装置
(日立製作所) を用 い て 塗抹標本を作製した ｡ 風乾後､ メ イ グリ ン ワ
ル ド ･ ギムザ染色を施し､ 光顕下 で 白血球を分類した｡
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3 - 2 性差
薬物の体内動態に性差がみられ る こ とが ､. 幾 つ かの 薬物 に つ い て 報
告さ れて おり ､ そ の 性差の磯序に つ い て多くの研究が ある｡ 特に - 醍
素添加酵素 で ある チ トク ロ ー ムP-450や 抱合酵素に よる薬物代謝酵素
活性 の 性差に つ い て ほ詳細な研究がなされて い る(Skett, 198;Ⅰgarashi
a ndSatoh, 1989)｡ しか し､ rh G- C SF のよう な高分子生理活性物質 の体
内動態 にお ける性差を検討した報告はあまりみ られ な い ｡ 本節で は ､
rhG-CSFを雄性お よ び雌性ラ ッ トに投与したとき の 血清中濃度推移､
末梢血中好中球数を指標としたin vivoの 薬理効果､ およ び骨髄細胞増
殖活性を指標 と したin vitroの 薬理効果を検討した｡
3 - 2 - A 血清中濃度推移の性差
投与量お よ び投与経路 に よ っ で性差の発現 が異なる可能性がある こ
と から ､ 静艦内あ る い は皮下投与 の投与経路を用 い ､ 投与量 は 5あ る
い は 100pgn(g と設定した｡
[実験結果]
雄性およ び雌性spragu e- Dawiey糸ラ ッ トに ､ 5､ 100LLgkg のrhG-C SF
を静艦内ある い は皮下 に投与し､ 血 清中濃度をⅢ JISAを用 い て測定し
た｡ Figure3･7 に静脈内投与､ Figure3-8 に皮下投与時の 血清中濃度推移を
示した｡ い ずれ の 投与経路およ び投与量 にお い ても ､ 投与直後の備 に
大きな性差は みられ なか っ たが ､ 時間の 経過と とも に雌性ラ ッ トの 血
清中濃度の方が よ り速く低下 して い た ｡ 投与後 8時間 にお い て ､ い ず
れ の 投与経路お よ び投与量 に お い て も､ 堆性ラ ッ ト の 血清中濃度は雄
性ラ ッ トの そ れ の 約30% の 値とな っ て い た ｡
血清中濃度曲線から得られ た パ ラ メ ー タ をTable3-2 (静脈内投与)
およ び Table3･3(皮下投与) に示した ｡ 静脈内投与 にお い て ､ 雌性 ラ
ッ トのβ相の 生物学的半減期(tlβ(β))が雄性ラ ッ トよ り有意に短く､ 全
身ク リ アラ ン ス が大き い の に対 し て ､ 分布容積 に有意な差はみ られ な
か っ た ｡
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皮下投与の場合､ 投与初期の吸収相に お い て は雌性ラ ッ トの 血清中
濃度の方が雄性ラ ッ トに比 べ て高 い か､ 同程度 で あ っ た の に対 して ､
消失相にお い て は雌性ラ ッ トの 方 が低 い 僑 とな っ て い た ｡ パ ラ メ ー タ
の 比較で は ､ 雌性ラ ッ トのÅUCおよ び M R Tが有意 に小 さか っ た ｡
[考察]
薬物の体内動態に お ける性差の報告は多い が ､ ほ とん ど が低分子薬
物の研究で あり､ 高分子薬物に つ い て の 報告 は少な い ｡ サイ トカイ ン
の 体内動態の 性差に つ い て も ､ GM -CS F(gr an ulo cyte/m a c r ophage c olo ny-
s 血 uladngfactor)の 遺伝子を導入したトラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ･ マ ウ ス にお
ける尿中 へ のGM -C SF の排推挙動に性差が報告され て い る程度である
(Metc alf, 198)｡ こ れ は ､ 高分子薬物の臨床 へ の 応用 が始ま っ た の は比
較的最近の こ と で あり ､ その 数も非常 に限られて い る の で ､ 性差に つ
い て の検討がまだ十分 になされ て い な い の が原因 と考えら れ る ｡
rb G-CS F の血中か らの 消失 に性差が みられ る こ と が ､ 今 回の 実験結
果から明らか とな り ､ 全身クリ ア ラ ン ス が雌性ラ ッ トの 方で大き い こ
と によ るも の で あ っ た ｡ そめ全身クリ アラ ン ス の 性差の程度は大き い
もの で はなか っ た が ､ 投与8時間後における血清中濃度 は ､ い ずれ の
投与量 ､ 投 与経路に お い て も雌性ラ ッ トは雄ラ ッ トの 約30%で あり､
rhG-C SFの薬理効果は ､ そ の血清中濃度の持続性 が大きく影響する の
で ､ 薬理効果における性差 の存在が示唆された ｡
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T[M E COURSES OF SERUMrhG-CSF CO NC ENTRATIO NS AFTE R
SUB CUTA NEOUS ADMJNISTRATION TO MALE A N D FEM ALE RA TS.
Ma)eSprague
･Dawleyrats(7w eeko一d)wereJ
'
nje ctedwith 5(蘭)or100(㊨)LLg/kg
rhG-CSFand female rats w?reinjectedwith 5(口)or100(○)pg/kg rhG･C SF･
The serum co nce ntratio n ofrhG-C SFwa sdeter mined byEu SAI Eachpointisthe
m eanoffou ranim alswithS･D.indicatedbybars.
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Tab一e3-2
PHARM AC OK書NET]C PA RA M ETERS FORrhG-CSF AFTERINTRAVENO US
AD M[N]STRATIO N TO M ALE AN D FEM ALE R A TS
Pharm a cokin eticpara m eterswere estim ated byfitingthe serum con centration-tim e
datato atw o･compartm e ntmodelusinga no n= ea=ea stsqu are sprogra m(NON uN
84)operatedo n aVAX8350co mputer(weight-1/y
2
). Ea chva[u eisthe m ea n offour
a nim a一swith±S.D.
Se x Dose A U C
a
CL
a
Vc Vd
ss
I.招(a)
pg/kg ng
･ h/ml mLWkg mJMkg ml/kg h h
m ale 5
1∞
1∞
fe m ale
72.84 70.32 53.86
士12.76 土12.86 ±10.19
1843.4 54.34 45.60
:嘘9.0 ±2.62 :盟.07
54.71 93.56 49.91
±9.65 ±16.46 :嘘.05
1416.3 71.11 42.49
±137.9 ±6.83 ±3.81
79.81 02871 1.081
±4.05 :弧0957±0.078
76.05 0,3556 l.580
±7.65 ±瓜0071 士0.155
72.73 02678 0.955
±127 ±0.0231 ±0.088
70.80 02700 l.229
±5.07 ±9.0185 ±0.085
&
2- w ay A NOV Asho w ed that the m e ans werediffer e ntlbetwee nthe Sende rs
(P〈O.01).
セー W ay A N OV Asho w ed that the m e a n s w e rediffr e nt betwee nthe do ses
(P〈O.01).
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Tab[e3-3
PHARM ACO K】NETfC PARA METERS FO RrhG-CSF AFTE SUBC UTANEO US
AD MINISTRATION TO M ALE AND FEM ALE RATS
Mean reside ncetim e(MRT) wa s c alcutated usingm o m e ntanalysis. Eachvalueis
the m ea n ofthree orfo uranima一swith±S.D.
Sex Dose A U C
a
M RT
a c
Cm ax
〃g/kg ng
･ h/m/ h ng/mI
m al¢ 5
100
fe m ale 5
46.57 3.404 9.745
±3.13 ±0.318 ±1200
177.5 3.O15 474.8
±291.4. ±0.126 土104.9
42.50 2.735 1121
±8.22 ±0.340 士3.46
1∞ 1179.6 2.341 375.4
±115.3 ±0.043 i22.9
&
2- w ay A NOV Asho w ed that the m ea n s w er ediffer e nt betw e en the
ge nde rs(p<0.01).
セー W ayA NOVA sho w edthatthe m e an s w e r ediffrentbetw e en the do s e s
(pく0.01).
c
2- w ayAN OV Asho w ed that the m e a n s w er ediffr entbetw e e nthe do s e s
(P〈O.05).
110
[実験材料お よ び実験方法]
1.. 動物
雄性およ び雌性spragu e- Da wley系 ラ ッ ト (･6過齢) を日本 エ ス エ ル
シ ー 株式会社よ り購入し､ 7週齢 で実験 に供した｡ 飼育条件は 1 - 1
- Bで述 べ た ｡
2. rh G-C SF の投与､ 採血 およ び血清中rhG-C SF濃度測定法
ラ ッ トに5ある い は10 鵬推gのrhG-CSFを ､ 尾静脈内ある い は背部皮
下 に投与したo 採血 お よ び血清中rh G-C SF汲度測定法は 2 - 1 - A で
述べ た ｡
越 ぇまニ
タ の算出
静脈内投与した後の 血清中濃度推移か ら速度静的パ ラ メ - タを算出
する た め ､ 非線形最小自乗法を用 い て ､ 2 - コ ン パ ー トメ ン ト ･ モ デ
ル にあて はめ た｡ 皮下投与後の 血清中濃度推移から速度論的パ ラメ ー
タを 算出する ため ､ モ ー メ ン ト法を用 い た ｡ 非線形最小自乗法は 2
- 1 - Åで ､ モ - メ ン ト法 は 3 - 1 - Aで述べ た｡
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3 - 2 - B 薬理効果の性差
rh G-C SFのin viv oにおける薬理効果の性差を､ 末梢血中好中球数の増
加を指標として検討した｡ 用量 に つ い て は血清中濃度推移試験で設定
した もの と した ｡ また ､ invitm にお ける薬理効果の性差ほ ､ 骨髄細胞
の増殖を指標として検討した｡
[実験結果]
雄性およ び雌性spragu e- Da wley系 ラ ッ トに5､ 10 鵬作g の rhG -C SFを
静脈内あ る い は皮下 に投与し､ in viv oの 薬理効果 の指標と して末梢血
中好中球数を測定し た｡ 10 pg収g投与後の 末梢血中好中球数推移を
Figure3-9(静脈内投与) およ びFigure3-10(皮下投与) に ､ 5pgn'g投与
後をFig=re3･11(静脈内投与) お よ びFigu 帽3-12(皮下投与) に示した｡
100ドgn'g のrh G- C S Fを静脈内投与した場合､ 投与1 2時間まで の 末
梢血中好中球数に性差はみ られな か っ たが ､ 投与2 4時間後に お い て
は 鰍性ラ ッ トの 方が有意に低い 値を示した(Figure3-9)｡ ま た ､ 投与3 6
時間後にお い て は 雌雄ラ ッ トとも に ､ 末梢血中好中球数 は コ ン トロ ー
ル の レ ベ ル にま で低下して い た ｡ 100鵬収g皮下投与した場合も静脈内
投与した場合と同様 に､ 投与 1 2時間まで の末梢血中好中球数に性差
はみられず､ 投与 2 4およ び 36時間後で は雌性ラ ッ トの 方が有意 に
低 い値とな っ て )1 た(Figure3-10). 前述した よう に ､ 皮下投与 で ほ静脈
内投与よりも持続 した薬理効果を示した｡ 雄性ラ ッ ト にお い て は投与
3 6時間後 にお い て も､ コ ン トロ + ル より高 い 末梢血中好中球数を示
したが ､ 雌性ラ ッ トで は ､ コ ン トロ ー ル の レベ ル にまで低下 して お り ､
投与経路依存性も み られな か っ た ｡
5pgn'gのrh G- CSFを 静脈内投与した場合 ､ 全 て の 採血時点 に お い て
末梢血中好中球数に性差 は み られな か っ た(Figure3-ll)o 5pgn(g皮下投
与した場合 は､ 投与1 2時間後ま で の 末梢血中好中球数に性差は み ら
れな か っ たが ､ 投与2 4時間後で は雌性ラ ッ トの 末梢血中好中球数が
有意に低く､ コ ン ト ロ ー ル の レ ベ ル であ っ た(Figure3-12)0
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0 4 12 24 36 48
Tim e(h)
TIM E COU RSES OF PERIPHERAL BLOOD NEUTRO P 川L CO UNTS OF M ALE
AND FEM ALE RATS WITH O RWJTHOUT TREATM ENT OFl00 汁G/KG
rhG-C SF VIA INTRAV ENO U S RO UTE.
Ma一e(㊨)and female(○)Sprague-Daw(eyrats(7we ekold)weretre ated with
intravenous rh G･CSF injections. Controlm ale(圃)a nd female(口)rats received
onlyvehicle viaintraveno us ro ute･ Eachpointisthe m ea n offive a nim a一s with S･E･
indicated bybars･ The differencesin neutrophi暮cou ntsbetwe en m are and female
gro ups whichre ceivedinjectio n ofrhG-CSFwere significantbyStudent
'
s トtest
(o.o1<
*
p<0.05).
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雄性ある い ほ雌性ラ ッ トの 大腿骨から採取した骨髄細胞を用 い て 液
体培養を行 い ､ [
3
H】チ ミ ジ ン の 取り込 み か らrh G-CSF存在下 の 骨髄細
胞増殖を検討した . こ の rhG-CS Fのin vitr oに おける活性測定 に お い て
は ､ 顕著 な性差はみられ な かっ た が ､ 低rh G-C SF濃度領域 に お い て 雄
性ラ ツ ー の 骨髄細胞の方が ､ rhG-C SFに対する反応性が高 い 傾向にあ
つ た(Figure3-13)o
[考察]
雌性ラ ッ ト でrhG- CS Fのin viv oに おけ る薬理効果が低 い の は ､ 血清
中rbG-CS F濃度推移 におけ る性差に よ る影響が大き い も の と 推定さ れ
る ｡ 雌性ラ ッ トに お い て ､ rhG-C SF投与直後の 血清中膿度は雄性ラ ッ
トとほ ぼ同 じ億 であるが ､ 時間が経過する ととも に雄性ラ ッ トよりも
低 い 値と な っ た o 8時間後の雌性 ラ ッ トの 血清中rhG-C SF濃度は ､ 今
回検討した投与量､ 投与経路で ほ雄性ラ ッ トの 約30%とな っ て い た ｡
こ の た め ､ 投与初期の時点にお い て はその 薬理効果 に性差 は見られ な
か っ た が ､ 投与後 2 4ある い は3 6時間 になる と性差 が見ら れ る よう
にな る と考えられ た｡ ま た+投与量 が低 い 場合 に薬理効果 の性差が あ
まり顕著に見られ なか っ たが､ こ れは血清中濃度の 性差が顕著にな る
前 に､ in vivo におけ る薬理効果に必要な血清中濃度以下 にな っ て しま
うためと推察された｡
114
10
A
■ ■
■
R l
llヰ
暑
∽
=
Q)
”
”
0
㌣ -
〉く
ヽ ー
B 50
こ:
コ
O
O
●l ■ -
=
n .
O
L
･ヰ→J
コ
Q)
Z
0
Figure3
･10
*
*
0 6 陀 24 36 48
Tim e(”)
TIM E C O URSES O F PERIPHERAL BLOO D NEUTROPHIL C UNTS OF MALE
AN D FEM ALE RATS W[TH OR WITHO UT TREATMENT OF10 pG/KG
rhG-C SF VIA S UBC UTA NEO US RO UTE.
Male(㊨)and fe m ale(○)Spragu e-Da w[eyrats(7w eekold)weretreated with
subc uta neo us rhG-CSF injection s.Co ntro一m a(e(髄)andfe m ale(□)rats rec eiv d
onlyvehiclevia subc utane o us ro ute. Ea chpohtisthe m ean offive anim alswith S･E･
indicated bybarsI The differe ncesin ne utrophilco untsbetwee n m a一e and fe m ale
gro ups which re ceived inje ction ofrhG-CSF were slgnific antbyStude nt
'
s t-te st
●
(o.o1<
*
p<0.05).
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Tim e(h)
T]ME CO URSES OF PERIPHERAL BLOO D NEUTROP H]LCO UN TS O F MALE
AND FEMALE RATS W 汀H OR W 汀HO UT TREATM ENT OF 5LLG/KG
rhG･CSF V]A )NTRAVENO US ROUTE,
Mate(@)a nd fe m ale(0)Sprague･Dawleyrats(7weekold)weretreated with
intravenous rhG-C SF injectio ns･ Co ntro暮m ale(窄)a nd fe m ale(□)rats re ceived
On[yvehicleviaintrave nousroute･ Ea chpointisthe mea noffive animalswith S.E.
indicated bybars.
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0 6 12 24 36 48
Tim e(h)
TIM E C O URSES O F PERIPHERALBLOOD NUTROPHILCO UNTS OFM ALE
AND FEM ALE RATS W[TH OR WITHO UT TREAT MENT OF 5卜G/KG
rhG-C SF VfASUBCUTANEO US RO UTE.
Male(㊨)a nd fe m ale(○)Sprague-Dawleyrats(7 we eko一d)weretreated with
subc uta n eo us rhG-CSFinjections. Controlm ale(題)andfemale(□)rats receivd
on[yvehiclevia subcuta neo us route. Eachpointisthemea n offive a nim a一s with S･E.
indicated bybars. The difference sin ne utrophi(co untsbetwee n m ale and fe m a[e
groups which received injection ofrhG-CSF w ere s[gnifica ntbyStudent
●
s トte st
(o.o1く
*
pく0.05).
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Co nc e ntration ofrhG-C SF(ng/叫
COM PA RISO N O F BLOLO G[CAL A CT[V m ES [N[
3
H]THYM[DLNE UPTAKE
A SS A YUSING MÅLE AN D FEM ALE R A T BO NE MAR RO W C ELLS.
rhG-CSFw as s erially2･fold diluted, and[
3
H】thymidine uptake over24 hby m ale
(@)and fe m ale(0)Spragu e･DawLeyratbo ne m arro w cens wa s m ea suredafter3
dayslnCUbat加 ･ Eachpointisthe m eanoffive a nim alswith S･E･indic ated bybars･
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[実験材料およ び実験方法]
1. 動物
雄性 お よ び雌性spragu e- Da wley系ラ ッ ト (6週齢) を日本 エ ス エ ル
シ ー 株式会社よ り購入 し､ 7過齢で実験 に倹 した ｡ 飼育条件ほ 1 - 1
- Bで述べ た .
私 産迭
ラ ッ トに5ある い は10LLgn(gのrhG-C S‡確 ､ 尾静脈内ある い は背部皮
下 に投与した ｡ 採血お よ び好中球数測定法は 3 - 1 - B で述べ た｡
3 . 液体培養法
1 - 2 - A で述 べ た o 但 し､ 骨髄細胞を6.4 xlO5c ells/w ell用 い ､ 前培
養時間を3 日間､ 後培養時間を 2 4時間 と した ｡
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3 - 3 訂ぬG.CSFと天然型馳G- C S F の比較
hG-C S 酌まCS F産生腫癌細胞株 (ヒ ト膿耽癌細胞株5637) の培養上清
か ら単 一 に精製され た分子量約19,000の 糖蛋白質 であ る(Welte etal. ,
1985)o rhG- CS 酌ま大腸菌 で発現さ せ たhG- CSFの 遺伝子組換え型蛋白
質で あり､ メ チ オ ニ ン残基 がN末端むと1 つ 多く結合 し､ 糖 鎖 を持たな
い 点で ､ 天 然型hG- CSFと は異 な っ て い る . 糖鎖 を持た な い に もか か
わ らず､ rhG-C S別まin vitroおよ びin viv oに お い て糖鎖を持 つ hG-C SFと
同等の 活性を示す こ と から ､ h G- C SF の活性発現 に糖鎖は重要な役割
ほ果た し て い なvl も の と考えられ て い る(So uza et al., 1986;Takaku,
19 0)0
しかし､ 最近 にな っ て ､ hG-C SF の糖鎖がin vitroの 物理化学的安定性
に寄与して い る と の 報告が な さ れ(Ob-e血 et al. , 1990)､ 糖鎖 の 有無 が
hG- CSFの産物活性 に与える影響が注目さ れ てき た｡ そ こ で ､ ラ ッ ト
にrhG -CSFお よ び ヒ ト勝此ガ ン細胞株5637培養上清から精製 された 天
(5637-hG- C SF)を投与した ときの 血清中濃度推移を検討し､
あ わせ てinviv oお よ びin vitr oの 薬理効果 に つ い て も検討した o
3 - 3 - A 5 637-h G- C S F のin vitr oお よ びin viv o薬理効果
5637-hG- C S Fのin vitr oおよ びin vivoに お ける薬理効果をrhG-CS Fと比
較した｡ In vib10における薬理効果は骨髄細胞 の増殖活性を指陳として ､
in vioに おけ る薬理効果 は静脈内投与した後の末梢血中好中球数の増
加を指標と した｡
[実験結果]
血0-CS Fお よ び5637-bG-C SF の分子量 をsDS-P A G Eで検討した｡ 両 サ
ン プル 共に単 一 バ ン ドを示し ､ rhG- CSFの み か け の 分子 量 は18,80､
5637-hG-C SF のそ れは19
,700 であっ た(Figure3-14)o こ の 分子量 の差異
は主 に糖差 の有無 によ る も の と考えら れ ､ 得 られ た分子量 の 数値 は
So u zaら(1986)が報告して い るもの と ほ ほ 一 致して い た o
1 20
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SDS･PAG E AN LYSIS FORrhG-CSF AND 5637-hG-C SF.
rhG-CSFa nd 5637-hG-CSFwere apPied to SOS-polyacryla mide gets(15 %
a crylamide)andtheproteins were separated byele ctrophoresis･ Lane A and D,
protein markers;La neB, rhG
-CSF;LaneC,5637-hG-CSF･
121
ThG_CS Fお よ び5637-hG-CSF のin vitroに お ける薬理効果を マ ウス お よ
びラ ッ ト の 骨髄細胞増殖活性を指標 と して検討 した ｡ 得られた培養液
中濃度 - 作用 ([
3
H]チ ミ ジ ン の 取 り込み) 曲線 に はrhG-C SFお よ び
5637-hG-CS Fの 間で顕著な差異 はみ られな か っ た が ､ ラ ッ ト骨髄細胞
を用 い た方が マ ウ ス 骨髄細胞を用 い た場合よりも増殖括性が低か っ た
(Figures-15)｡ こ れ は､ 骨髄前駆細胞 め増殖 に必要な時間がラ ッ トの 方
が長 い た め の現象 で ある と考えられ た｡
rh G- C S Fお よ び5637-hG- CSF のinviv oに お ける薬理効果 をラ ッ ト に お
い て 静脈内投与後 の末梢血中好中球数を指標と して検討した ｡ 得ら れ
た好中球数の 経時変化 に は ､ rhG-C SFお よ び5637-hG- C SF の間 で明 ら
かな差異 はみられ ず､ また ､ 対照 で ある媒体投与群 にお い て は全て の
測定時点 にお い て有意な変化が みられ なか っ た ｡ (Figure3-16)
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CO M PARISO N OF B10LO GICAL ACTIVm ES IN [
8
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INC O RPORATION USING CULTURED BONE MARRO W CELLS.
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[実験材料お よ び実験方法]
1. 動物
雄性spragu e- Da wley系 ラ ッ ト (6週齢) およ びc3珊 e系雌性マ ウ ス
(6週齢) を日本 エ ス エ ル シ ー 株式会社より購入 し ､ ラ ッ トは 7 - 8
週齢で ､ マ ウ ス ほ 1 3週齢で実験 に供した ｡ 飼育条件 は 1 - 1 - Bで
述べ た ｡
2. 5 637-hG- CS F の精製
ヒ ト勝朕癌細胞株5637(A TC CH T B9)は A TCC(Am eric anTy peCultur e
Coue cdo n)より入手 した ｡ 細胞 は ､ 10% 牛胎児血清含有D M E MP -12培
地中で培養した｡ 培養容器は､ ロ ー ラ ー ボトル を用 い た . 7日間の 培
養後､ 血清含有培地を除去し､ 牛胎児血清を含まな いD M E MP-12培地
中で ､ さら に7 日間培養した｡ 培 養上清を回収し､ 限外波過装置を用
い て 膿縮した o 培養上晴渡縮液から ､ イ ム ノ ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ トグ
ラ フ イ - ､ C.逝相ク ロ マ ト グラ フ ィ - お よ び陽イ オ ン 交換ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ - によ っ て ､ 5637-h G- C S Fを単離 ･ 精製 した ｡ 生物化学的特性
をrhG-C SFと比較する に当た っ て ､ 黄白質部分 の 量 を同 一 量 と して 比
較を行 っ た ｡ 蛋白量 は260n mと280n mにお ける吸光度 (A260､ A28.) か
ら､ 以下 の 式を用 い て算出した(Kalckar, 1947)0
蛋白濃度(mg/ml)≡ 1.45 ･ A2 80- 0.7 4･ A260
3. SDS-P AGE
2.6 % SDSと14 % 2-メ ル カ プト エ タ ノ ー ル を含む170m M ト1ノス殻衝
級(pH 6.8)にrhG- C S Fあ る い は5637-hG-C SFを と か し､ 100℃で 1分間
加熱 した｡ 電気泳動 は he m mli の方法(1970)に準じて行 っ た ｡ 1.5 m m
厚 の 15 %(w/v)ア ク リ ル ア ミ ドを用 い て 行 い ､ Co o m a ssie brilliantblu e
G250で染色し た ｡ 分 子量標準と して は ､ pbo spboryla seb(97.4 k Da)､
bovine se m mal bu min (66.2 k Da)､ ovalbu min (42,7 k Da)､ c arbo nic
anhydra s e(31.0k Da), s oybe a ntrypsininhibitor(21.5 k Da)お よ び1ys ozym e
(14.4 kDa)(Bio- Rad)を用 い た ｡
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4.In vitr o生物活性
rh G-CSFお よ び5637-h G- C SFの 骨髄細胞増殖活性を､ 液体培養法で検
討した｡ 液体培養法 は 1 - 2 - Aで 述 べ た o 但 し､ ラ ッ トか ら採取し
た骨髄細胞を用 い る場合ほ ､ 細胞数を1.6 xlO5 c ells/w el潤 い ､ 前培養
時間を 4 日間､ 後培養時間を1 0時間とした｡
5. h vivo 生物活性
ラ ッ トに10pgn<gのrhG-CSFあ る い は5637-hG-C SFを尾静脈内に投与
したo 採血 お よ び好中球数測定法ほ 3 - 1 - Bで述 べ た ｡
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3 - 3 - B 血清中濃度推移
rhG-C SFある い は5637-hG-C SFを静脈内あやい は皮下投与した後の 血
清中濃度推移を検討 した｡ 用量 に つ い て はin vまv o薬理効果試験で設定
した10トLgAigと した ｡
[実験結果]
雄 性 spr agu e-Da wley糸 ラ ッ ト に 10 pg偲g の rhG-C S‡鳩 る い は
5637-hG- C S Fを尾静脈内ある い ほ背部皮下 に投与し､ 血清中hG- C SF濃
度を経時的にE LISAを用 い て 測定 した｡ 用量 に つ い て は薬理効果試験
で設定したも の と し ､ また ､ こ の 用量 にお い て は後述する よう に血清
中濃度推移の特性が十分 に把捉で き る時間ま で測定が可能であ っ た ｡
Figure3
-17に静脈内投与､ Figure3･18に皮下投与の結果を示 した｡ 静脈内
投与後､ rhG-C SFお よ び5637-hG- C S Fと もにすみ やか に血清中濃度 が
低下 した が ､ 5637-hG- CS Fの 方が高く推移した . 皮下投与後 の 血清中
濃度 で は ､ rh G- CSFの 方 がすみ や か に 上昇 し ､ 最高血清中濃度も
rhG-C SFの 方 が50%程度高 か っ た ｡ 投 与後 4 時間以 降 は ､ 若 干
5637-h G-CS Fの 方が高 い 血清中濃度を示す傾向にあっ たが､ 統計的に
は有意な差で はなか っ た｡
静脈内投与後 の 血清中濃度推移の デ ー タを解析した結果をTable3･4
に示 し ､ 皮下投与後 の それ をTable3-5に示した o 静脈内投与後の 生物
学 的 半減 期(tlβ(β))に 差 異 は 認 め ら れ な か っ た が ､ A UCで は
5637- h G- C S F の方が約50 %大き く ､ v dssは27% 小さ か っ たo 皮下投与
後 のAU CはrhG- C SFの 方 が有意に大きく ､ 静脈内投与後のÅU Cの差異
もありバ イ オ ア ベ イ ラ ビリ テ ィ はrh G-CS Fか5637･-hG- C SF の約2倍 と
大きな差異 がみ られた ｡ ま た､ 平均吸収時間 P T)はrhG-C SF の方 が
31%小さか っ た｡
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Table3-4
P HA RM ACO KINETBC PARA M ETERS O FrhG-CSF AN D 5637･h G-C SF AFTE R
INTRAVENO US AD MiN[STR ATIO N
Rats wereinjected with lOトIg/kg rhG-C SFor5637-hG-C SFa ndthe s eru m
conce ntrations were measured by Eu SA. Pharm acokinetic para meters were
estim ated byfittngthe serum c onc entration-tim edatato atwo-c o mpartme nt m odel
using a no nliearLea st squaresprogra m(NO Nu N84)operated on a VAX8350
co mputer(weight-1/y
2
). Eachvalu eisthemean±S.D. offo ur anima一s.
A U C Vc Vd
ss
t,皮(α) tl招(β)
ry ･ h/ml mLlkg mL/kg h h
rhG･C SF 2272i72 4O.8±6.9 67.1±7.5 0.236±0.131 1.27ji).14
56371hG･C SF 337.5±45.9
a
31.1±10.1 50.8 E 2
b
o.194iO.114 1.32ta ll
や<0･01co mparedto rhG-C SF, bp<o.o5c o mparedto rhG-CSF.
130
Table3-5
PHARM ACOKINET暮C PARA M ETERSOFrhG-C SF AND5637･hG･CSF AFTER
SUBCUTA NEO US ADMINLSTRATION
Rats w er ln)eCted with lOLLg/kg rhG
-C SF or 5637･hG-C SF a ndthe seru m
l l
conce ntratio nswere m ea sured by EuSA. The AUC and mean absorptiontim e
(M AT)w ere estimated bythe m o m enta na‡ysis･ Thebioavaihbititywa s calculated
bythe area s ratio method(F=AU Cs.c./AUCi.v.)～ Eachvalueisthe m ean ±S･D･ of
fo ur anim als.
AU C MAT Bioavanability Cmax
rg ･ h/ml h % ng/m/
rhG･C SF 140.9士7.4 1.97iO.56 62.Oj:3.3 30.2±3.9
5637-hG-CSF 113.7j:16.8
b
2.8 社0.40
b
33.乃5.O
a
20.5d:4.O
b
や<0.01co mparedto rhG･CSF,
b
p<o.o5co mparedto rhG･CSF･
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[考察]
1970年代後半か ら､ 遺伝子組換え技術によ っ て ､ ヒ トの 生 理活性物
質を大量生産し､ 医療に利用しようとする試みが数多くなされて きた0
こ の 技術の応用で は ､ 本来生体内 に微量しか存在しな い 費白質を､ 遺
伝子組換え型蛋白質として大量に得る こ とを主な目的として きた｡ こ
こ で問題と なる の は遺伝子組換え型蛋白質の 天然型蛋白質と の 相違で
ある｡ 組換え 型費自質の ア ミ ノ 酸配列 ほ ､ d⊃N Aにすべ て コ ー ドさ れ
て い る の で ､ 原則 と して天然型 と完全 に同 じと考え られ ､ 大腸菌で 生
産する場合 にも開始 コ ドン に相当する メ チ オ ニ ン残基がプ ロ セ シ ン グ
を受けずに そ の ままN末端に 1 つ 多く結合して い る こ とが多 い 点が異
な る の み で あ る(01so n et al.,1981; W ingaeld et al.,1986; Sch rim she r et
al.
,
1987)o
黄白質の糖鎖に つ い て は ､ d )N Aを発現させ る動物細胞 の種類 によ っ
て 異なる糖鎖が得られ る場合が報告され てお り(Goto etal. ,1988)､ 大腸
菌で発現させ た場合 は糖鎖の な い 組換え型蛋白質が得られる ｡ 既 に ､
糖鎖の 有無､ お よ びそ の組成が蛋白質の体内動態お よ び生物活性に影
響を与え る場合が ある ことが ､ 幾 つ かの 蛋白質に つ い て 報告さ れ て い
る(Satoh etal･ ,1984; Lar se n et all ,1989;
.
Fukuda et all
,
1989)o hG-CS Fに 関
しても ､ ヒ ト勝耽ガ ン細胞殊5637を は じめ として各種細胞から分泌さ
れる天然型hG-C SFは糖鎖を持つ の で ､ そ の 糖鎖が果た し て生 理学的
な何らかの機能を持 っ て い る の か どうか ､ 興味の 的と なる ｡ そ こ で ､
in vitr oおよ びin viv oにおけるhG-C SFの特性 に対 して糖鎖 の有無がどの
ような影響を与える の かに つ い て検討した｡
h G-CSF のinvitr oおよ びin vioにおける生物活性を検討した結果､ 糖
鎖は活性 にほ と ん ど影響を及 ぼ さず ､ 以 前 の 報告(so uza et al. , 198 6;
Takaku
,
1990)と 一 散する も の で あ っ た . ま た ､ 125I標識h G-C SFを用 い
て ､ 種々 の 細胞 の G- CSF受容体 に対す るrh G-CS Fお よ び5637_hG_C SF
の結合を調 べ た結果､ その 結合特性 に差異 はみ られ な い こ と が報告さ
れ て い る こ とも ､ bG-C SF の活性 に糖鎖が影響 しな い こ と を支持し て
い る wata n abe etal. , 1991)0
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一 方 ､ 両者 の 血清中濃度推移 にほ顕著な差異がみられ ､ 糖鎖を持 つ
5637-hG-C SF の方が小さ い 分布容積､ 皮下投与後の低 い バイオ ア ベ イ
ラ ビリテ ィ を示した｡ こ れらの 現象の原因特級織移行性の違 い に よ る
もの と推察される ｡ つ まり ､ その 機構の詳細は不明 である が､ 循環血
液中から各臓器 へ の移行過程､ ま た､ 投与部位から全身循環血液中 へ
の移行過程 に差異がある もの と考えられ る. 5637-hG-C SF の移行性 が
低い た め に分布容積は小さくなり､ 投与部位に お け る滞留時間が長く
なる の で ､ そ の間 に代謝を受けて バイ オア ベ イラ ビリテ ィ が小さく な
るも の と推定 され る｡ 糖鎖が存在する と分布容積 が小さく なる現象 は
β - イ ン タ ー フ ェ ロ ン にお い て も報告され て い る(Satoh, etal. ,1984)0
rhG-C SFと5637-hG- CS F の間 で 静脈内投与後 の 血清中濃度推移が大
きく異な る にもか かわ らず ､ 静脈内投与後のin viv oにおけ る薬理効果
に差異が見られな い の は薬理効果 の標的組織である造血組織にお ける
濃度が同 じ程度 で ある た めと推定される o 5637-h G-C SFを静脈内に投
与した後の 血清中濃度ほrhG-CS Fの それ に比 べ50 %程度高 い 値を示す
が ､ 組織 へ の 移行性 (Kp値) が小さ い た め に､ 造血組織申渡度 (= Kp
催 × 血清中濃度) は 同程度 の備 に なるも の と考えられ る ｡ 残念なが
ら､ 第 1章で確立 したE LISAを用 い て の 組織中h G- C SF濃度測定ほ現在
の と こ ろ 困難であり (組織 の ホ モ ジナイ ズ時に ､ rbG-C SFの 相当量が
変性して しまう) ､ 上述した推論を確かめ る に はさ らなる定量法の 改
良が必要で ある｡
また ､ 皮下投与後の 血清中濃度推移につ い て も顕著な差異がみられ
る こ とか ら､ 皮下投与後のin vivoにおけ る英軍効果にも興味が持た れ
る が ､ 必要量 の5637-hG-C SFが入手で きなか っ た の で 試験を行えなか
っ た｡ 5637-hG-C SFは大量 の ヒ ト勝脱ガ ン細胞株5637培養上清から精
製する必要が あり ､ 多大な費用お よ び時間が必要と なる点が問題 で あ
る｡
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[実験材料お よ び実験方法]
1. 動物
雄性spragu e- Da vley系ラ ッ ト (6 週齢) を 日本 エ ス エ ル シ ー 株式会
社 より購入 し､ 7 過齢で 実験 に供したo 飼 育条件 は 1 - 1 - Bで述 べ
た ｡
鍵 盤
度測定法
ラ ッ トに10トLgn(gのrh G-C SFを尾静脈内ある い は 背部皮下 に投与した｡
尾静脈か ら マ イ ク ロ ピペ ッ トを用 い て ､ 血液を経時的に採取した｡ 血
清の分取お よ び血清中rhG- C S F濃度測定法は 2 - 1 - A で述べ た o
嘩 望 土 二
夕 の算出
静脈内投与した後の 血清中濃度推移から速度静的 パ ラ メ ー タを算出
する ため ､ 非線形最小白兎法を用 い て ､ 2 - コ ン パ ー トメ ン ト モ デ
ル にあて はめ た｡ 皮下投与後 の 血清中濃度推移から速度静的パ ラ メ ー
タ を算出する た め ､ モ ー メ ン ト法を用 い た ｡ 非線形最小自乗法 は 2
- 1 - A で､ モ ー メ ン ト法ほ 3 - 1 - A で述べ た ｡
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3 - 4 小結
rhG-C SF投与後の ラ ッ トにお ける血清中濃度推移 と薬理効果と の関
連性を明らか にする こ とを目的として ､ 投与経路依存性､ 性差およ び
rh G-C SFと天然型hG-CSFとの 比較試験を行 っ た ｡ こ れらの 実験結果は
大きく分けて以下の 2 つ の 項目に要約できる ｡
L塵艶出藍魁整 地 遡選旦皇基旦彪聾
(1) rhG -C SF投与後の 血清中濃度推移に ほ投与経路依存性が み ら れ
た｡ その 特徴 と して ､ 投与後2 ､ 3時間以降､ 皮下 ､ 筋肉およ び腹
腔内投与の 方が静脈内投与 よ りも高い 血清中漉皮を与えた｡
(2) rhG-C SF投与後の 血清中濃度推移に は性差がみられ ､ 雌性ラ ッ
トの 方が全身ク リ アラ ン ス が大きく消失がすみやかであ っ た ｡
(3) rhG-CS F のin viv oにおけ る薬理効果にも投与経路依存性およ び
性差がみ られた｡ 静脈内投与よ りも皮下投与の方 が ､ 雌性ラ ッ トよ
りも雄性ラ ッ トの 方 が薬理効果が持続して い た ｡ G-C SF の薬理効果
と血清中濃度の経時変化 における関連性か ら ､ G-C SF の薬理効果 に
は有効濃度 の持統性が大きな影響を与える もの と推定され た ｡
些+王坦 迎 主旦塵塵
(1)rhG-C SFおよ び5637-hG-C SFの 骨髄細胞増殖活性を指標と したin
vitro 活性 ､ 10汁gn(g静脈内投与後の 末梢血中好中球数を指標とした
in vivo活性 に は差異は みられなか っ た｡
(2) 10pgkg静脈内投与後 の 血清中濃度時5637-hG-CSFの 方 が高く
推移した o その 際､ 生物学的半減期(tlG(β))には差異ほみられな い が ､
分布容積 に つ い て は5637-hG-C SF の方 が有意に小 さか っ た o 皮下投
与後 の 最 高血 清 中 濃度 お よ び バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ は
5637-hG- C S F の方 が 低 か っ た . 体 内 動 態 に お け る rh G- C S Fと
5637- hG- C S F の挙動の差異は5637- hG-CSFが持 つ 糖鎖の ため に組織移
行性が低くな っ て い る た め と考えられ た ｡
1 3 5
(3) 静脈内投与後の 血清中濃度 は ､ 5637-hG- CSFの 方が50 %程度高
く推移する に も･かか わ らず､ im viv oに おける薬理効果 に差異が見ら
れな い の は､ 5637-hG-C SF の組織移行性が低 い た め に薬理効果の標
的組織で あ る造血組織 に おけ る濃度が同じ程度 で ある た め と推定さ
れ た ｡
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第4章 ポリエ チ レ ングリ コ ー ル修飾r甑G･C SF誘導体(伊EG- r払G-C S F)
近年､ 痛を は じめ各種炎症反応や遺伝的酵素欠損症など各種の疾患
に対して酵素や生理活性蛋白質を医薬品として用 い られる よう にな っ
た｡ しかし､ こ れ らの 蛋白製剤 は異種蛋白質である こ とが多く､ そ の
ままで ほ免疫原性や生体で の安定性 に問題があり､ 製剤にあ た っ て ､
アナ フ ィ ラ キ シ ー 反応 の 軽減や薬効の持続性の 向上等の改善が必要 と
なる｡ また ､ 遺伝子工学の進歩に よ っ て ､ イ ン タ ー フ ェ ロ ン や ヒ ト型
の各種イ ン タ ー ロ イ キ ンな ど微量 しか生体 に存在しな い 黄白質も大量
に生産で きる よう になり ､ こ れら の 臨床 へ の 応用が急速に進ん でき て
い る ｡ こ れら遺伝子組換え医薬品の幾 つ かの もの は ､ 生物学的半減期
が数十秒か ら数分程度と著しく短く､ 期待 した薬効を得る にはしば し
ば大量投与ある い は持続的な投与が必要とな っ て く る ｡ そ の た め ､ 期
待した薬効よ りも副作用 の方が強く現われる場合もあり､ 開発が試み
られる生理活性物質の数 に比べ て ､ 実際に臨床で使用さ れる よう にな
る もの ほ少な い の が現状 である｡
rhG-C SFの生物学的半減期は上述した各種生理活性蛋白質よりも比
較的長く､ 数pgkgの 静脈内投与を 一 日 一 回反復投与した場合で も十分
な薬効が得られて い る ｡ しか し､ 多くの患者ほ毎日､ 注射に よる投与
を受けて おり ､ 患者の負担を軽減するた め ､ さ らに薬効が持続する製
剤が必要であると考えられる｡ 有効な血中濃度を持続する こと によ っ
て好中球の回復 に必要な期間をさらに短縮で き る可能性がある｡
薬効を持続さ せ る手段 とし て は ､ rhG-C SF分子 の誘導体を つ くり ､
生物学的半減期を延長させ る方法と ､ 製剤技術 に よ っ て持効化を図る
方法がある｡ 低分子薬物の持効化を目的とする場合､ 製剤技術によ る
方法が比較的容易 である が ､ 高分子薬物の場合､ 製剤過程 にお ける各
種の処理 に よ っ て不括化さ れて しまう場合も多く､ その 場合変性した
物質が ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反応を惹起する要因となる 可能性もあり､ 製
剤技術に よ る方法は容易 と ほい えな い ｡
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蚤自質の 生物学的半減期を延長さ せ る目的で誘導体を合成する こ と
が近年盛ん に行 わ れる よう にな っ て きた ｡ 組織 プラ ス ミ ノ ー ゲ ン活性
化因子誘導体 の よう にア ミ ノ酸配列の 一 部を変更する こ と に よ っ て 上
記の 目的を達して い る例もある がq,au etal.,19 88;Pa n n eko ek etalり198;
Colle n et al.
,
19 88)､ そ の ような手法 に より生物活性を失わず に生物学
的半減期を延長する こ と が できた 黄白質は ､ 非常 に 限られ たも の で あ
る ｡ 黄白質の性質を大きく変換する に 棟､ 多く の 場合､ 合成高分子等
を用 い た化学修飾接がと られ ており(Timletal,1985;In ada et al.,1986)､
最近で は､ その ような合成蛋白質を ｢タ ン パ ク 質 ハ イ ブリ ッ ド+ と い
う用語で総称する よう にな っ て きた｡
rhG-CS右
■
の化学修飾に よる薬理効果 の持続化を図る こ と を目的 と し
た今回の実験 で は ､ 高分子薬物の 誘導体化試薬と し て 近年多用 さ れ て
い る ポ
ー
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (P E G) を用 い たrhG -CS F誘導体
(P E G-rhG- CSF)を合成 ､ そ の 体内動態お よ び薬理効果を検討 し て ､
P E G-rh G- C S F の次世代G- C S F製剤 と して の 可能性 に つ い て検討した ｡
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4 - 1 P耽G- r払G-CS野の 生物化学的性質
ポリ エ チ レ ン グリ コ - ル (P EG) は ､ 以下の ような諸性質を有する｡
①p EG は水 に射 し高 い 溶解度 を有す る . こ れ は ､ p EG分子 の
-(c-a-o)- の 繰り返し構造 の 酸素原子 に水が配位 で き る こ と に よ る
即axfielda ndShepherd,1975)｡ 水に洛如こくい 分子もP EG修飾 によ っ て ､
水溶液中 で の 安定性を高め る こ とが で きる ｡
②p EG はポリ ペ プチ ド鎖 に射し､ 物理的な立体障害以外の相互作用
を与えな い o P EGの 高波度溶液中で茸自質の CDス ペ ク トル に は変イヒ
が見られず､ 高次構造 に変化が起 こ らな い(Atha aJldlngha m,1981)｡
p EGの 高波度溶液ほ蛋白質の分別沈殿 に有効である が ､ こ れ は水溶級
中で蛋白質分子が変性を受ける こ となく溶媒分子から排除される から
で ある ｡
⑨p EG は免疫原性を有しな い ｡
④p EGは生体中 で ほ と ん ど毒性を示さな い ｡ イ ヌ の 静脈内に平均分
子量4,000のP EG(10､ 30､ 90mき姫g/day)を 一 定期間 (2､ 6､ 12カ月) 投
与し､ 体重､ 病理学検査､ 血液学的検査を行 っ た と こ ろ､ P EG を与え
な い 対照群との 間に差は認められなか っ た(C叩 enter etal.,1971)｡ 血 祭
増量剤としての 血中大量投与も報告されて い る ｡
以 上 の 性質を持 つ p EGを蛋白質と結合さ せ た複合体 は ､ 蛋白質を
p E Gが おおう こ と によ り ､ 免疫系の 認識はもち ろ ん細網内皮系 にも認
識 さ れ に く い 新 し い 蛋白質 と し て の 医薬品 と な る可 能性 が あ る
(A bu cho w skietal. ,1977a;1977b;the n etal,,1981;Be a u cha mp et al., 1983).
実際に種々 の 生理活性蛋白質にP EG修飾が応用され､ ア ス パ ラ ギナ -
ゼ 野amis akiet al., 1981;Yo shim oto etal., 1986)､ ス - パ ー オ キ シ ドジス
ム タ - ゼ¢雌yata et al., 1988)､ イ ン タ ー ロ イ キ ン ー2(Katr e et al. , 1987;
Zim m e rm an etal.
,
1989)､ アデ ノ シ ン デアミ ナ - ゼBe vy etal. ,1988;Bory
etal.
,
1990)等で は ､ ヒ ト塑 で な い も の も ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反応 を回避
で き ､ 非常に短 い 生物学的半減期を延長で きる の で ､ 薬理効果の顕著
な改善が み られて い る . rhG-CS Fは ヒ ト型蛋白で あ り免疫原 性はほ と
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ん どな い の で ､ アナ フ ィ ラ キ シ ー 反応抑制の点で はp EG で修飾する メ
リ ッ トほ な い が ､ .生物学的半減期を大幅に延長で き れば投与間隔を長
く設定する こ とが可能となる｡ 患者の負担を軽減す る こ とが で き､ ま
た ､ 有効な血中濃度を持続する こ と によ っ て好中球 の 回復に必要な期
間をさら に短縮できる 可能性もあり､ P E G-rhG-C SF の特性 い か ん に よ
っ て ､ 次位代G-C SF製剤 と して の 期待が持て る こ と とな る ｡
pEOを蛋白質 に結合させ る ため に ほ ､ p EGの誘導体を合成し活性化
する必要があ る｡ 誘導体合成の方法 に は種々考えられるが ､ 今回､ 塩
化 シ アヌ ル を用 い る 方法 で合成 した(Mats u sbim a et al., 1980;Nisbim u ra
etal.
,
1983)o Sche m e4-1 に示すよう に ､ P EG分子の 両末端 に存在する
OH基の 一 方を メ トキ シ化 した モ ノ メ ト キシ ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル
(C H30-P E G- O H)と塩イヒシ ア ヌ ル を 反応 さ せ ､ トリ ア ジ ン環 に存在する
三 つ の 塩素原子 の うち の 二 つ にp EGを結合さ せ た活性化p EG (活性化
P EG2)を修飾剤 と して ､ トリ ア ジ ン環を介してP EGとrhG- C SF分子表面
に存在する ア ミ ノ 基 と結合させ た ｡ こ の 結合は安定 で ､ プ ロ テ ア ー ゼ
やエ ス テラ - ゼ な どの 加水分解酵素で は切断されな い こ とが知られ て
い る ｡
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4 - 1 - A P EG-rh G- C S Fの 生物化学的性質
p EGを用 い た修飾によ るrhG-CSF の生物化学的性質 の変化を検討す
るため ､ 分子量 ､ 抗rh G-CSF抗体 に対する反応性お よ びin vitr oにお け
る生物活性を測定した｡
[実験結果 ･ 考察]
p EGtこよ るrhG -CSF の修飾率を調べ る ためSDS-P AGEを行 っ た結果を
Figure4-lに示 したo P EG-rhG-C SF のバ ン ドは40-100kDa の 広 い 範囲に
分布 して お り ､ P EG-rhG- CS 別ま修飾率の 異なる分子の 混合物で ある こ
とが明らか と な っ た ｡ 主 な バ ン ド と して は ､ 40k Da付近 の バ ン ドが あ
げられ､ 分子量 から活性化pE G2分子が 2個結合したもの と推定された｡
p EG修飾 によ るrhG-C SF のinvitro活性の 変化を調べ る 目的で ､ マ ウ ス
骨髄細胞増殖活性を液体培養法を用 い て検討した ｡ 得られ た結果の 1
例をFJ
'
gure4-2 に示した. 最大PH】チミ ジ ン取り込み量は ほ ぼ同じであ る
が､ P EG-rhG-C SF の濃度 -PfI]チ ミ ジ ン取り込み量曲線 は ､ rh G-C SFの
より右に位置して おり ､ 活性が低下して い る こ とを示して い た ｡ 3 回
の測定の結果､ P EG- rh G- C SF の活性 はrh G- C S F の4 1±13 %(平均値±標
準偏差) で あ っ た ｡ p E G修飾 に よ る 生物活性 の低下 は ､ rhG-CS Fが
P EG分子に覆わ れる こ と によりG-CS F受容体 と の 結合が立体障害を受
けて阻害される た め と堆定された が ､ よ り詳細な機構を調べ る には ､
受容体結合試験等の実験が必要であ る と考えられ る ｡
p EG-rbG-C SF の抗rhG-C SF抗体に対する反応性をⅢJISAを用 い て 検討
した結果をFigure4-3 に示した ｡ rhG -C SF のE LISA系 にP EG-rhG-C SFを添
加 して も著しく低 い 吸光度しか得ら れず ､ P EG-rhG-CS F8ま抗rhG- CSF
抗体 に対する 反応性が低 い こ と が 明ら か と な っ た ｡ 原 因 と して は ､
rhG-CS Fの周囲に結合したp EG分子 が立体障害を起 こ して い る も の と
推定された｡
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[実験材料およ び実験方法]
1. 動物
雌性c3鞄唱e系マ ウス (5週齢) を購入し､ 6週齢で実験に供した ｡
飼育条件は 1 - 1 - B で述べ た o
2. 試薬
活 性イヒp E G2(2,4-bis (0- m etho xypolyethyle ne glyc ol)- 6- chlo ro-s 血 a zine
(a v er age M . W . 10,000))は ､ 生化学工業株式会社より購入した.
3. PE G-rh G- C S F合成法
0.25M ホ ウ酸ナトリ ウ ム緩衝液(pⅠilO.0)中に ､ rhG-CSFが持 つ アミ ノ
基の 5倍量の活性化p EG2を加えて室温で 1時間反応させた ｡ Sepbade x
G -25カ ラ ム (ゲ ル洩過) を用 い て脱塩し､ 次にDEAB-5P Wカラ ム(イ オ
ン交換) を用 い て ､ 反応溶液中のP EG-rbG-C SFを精製 した｡ 以下 の 実
験 にお い て ､ その 生物化学的特性をrbG- CSFと比較 した ｡ 比 較に当 た
っ て ､ 蛋白質部分の 量 を同 一 量 と して 比較を行 い ､ 蛋 白量 はBradford
法(1976)を用 い て定量 した｡
4. SDS-P AGE
2.6 % SDSと14 %2- メ ル カ プト エ タノ ー ル を含む170rrM トリ ス 後衛
液 佃H 6.8)に試料 をとか し ､ 100℃ で 1 分間加熱 した o 電気泳動 は
he m mli の方法(1970)に準じて 行 っ た o 1.5 m m厚 の 7.5 あ る い は15%
(w/v)アク リ ル ア ミ ドを用 い て 行 い ､ Coom a ssiebrillia ntblu eG 2 50で 漁
色し た o 分 子量 標準 と し て は ､ pho spho rylas eb(97.4 kDa)､ bo vin e
s e ru m albu min(66･2 kDa)､ o v albu min(4 2,7 k Da)､ c arbo nic a nhydr ase(31.0
k Da)､ s oybe antrypsin inhibito r(21.5 k Da)お よ び1ys ozym e(14.4 k Da)
(Bio- R叫)を用 い た ｡
L塾睦畳重盗旦妄 迦 遭
液体培養法は 1 - 2 - Aで ､ E LIS Aは 1 - 1 - A で述 べ た ｡
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4 - 2 野鼠G･ r払G-CSFの ラ ッ トに おける 血清中濃度推移および事理
効果
p E G で修飾したrh G-CS F誘導体 の血清中濃度およ び薬理効果をラ ッ
トを用 い て ､ rhG- CSFと比較 ､ 検討 し､ p E G修飾 に よ る変化 の程度を
明らか にする こ とを目的 とした｡
4 - 2 - A 血清中濃度推移
rhG-C SFおよ びp EG-rh G-C SFをラ ッ トの 静脈内 に投与 し､ そ れら の
血清中濃度推移に つ い て検討した ｡ P EG-rhGICSFは抗rhG-C SF抗体 に
対する免疫反応性 が低くE LISAで は検出で きな い た め ､ 生物活性を指
標 と した定量法 の液体培養法を用 い ､ 血清中濃度を測定 した ｡ また ､
液体培養法 の測定感度 が低 い ため ､ 投与量 は10 ugrkgと高め に設定し
た｡
[実験結果 ･ 考察]
雄性spragu e-Da wley系ラ ッ ト に10 pg収gの rhG- C SFお よ びp EG-rhG-
c sFを尾静脈内に投与し､ 血清中濃度を液体培養法を用 い て測定した ｡
測定結果の 1例 をFigure4･4(rhG-C SF)およ びFigure4･5(P EG-rhG-CS F)に
示した ｡ とも に投与後時間の経過 に従 っ て活性が低下して い る こ と が
わかる が､ P EG-rhG-C SFで は投与後4 8時間で も活性が検出される の
に対 して ､ rh G- C S F8ま投与後2 4時間で既 に活性は完全 に消失して い
た ｡
3例の デ ー タ を解析､ 血清中濃度を算出した結界をFigure4-6 に示 し
た. また ､ 平均血清中濃度推移デ ー タ を解析して得られた薬物速度静
的パ ラ メ ー タ をTable4-1に示 した o rhG- C SF の血清中濃度推移パ タ : /
は 2相性を示すが ､ 測定点が少な い た め に2相で の 解析が できなか っ
た の で ､ 投与後2 - 8時間ま で の デ ー タ を用 い て te rmin alphas eの生 物
学的半減期 を算出 した ｡ 得られ た生物学的半減期は1.79時間と
･
､ 測定
点が多く2相 で解析 で き た とき の値 (Table2･1参照) と ほぼ ∵ 敦す る
デ ー タ が得 られ て い た ｡
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平均血清中濃度推移 の解析結果か ら ､ P EG-rhG -C SF の方がA UCで約
8倍､ 生物学的半減期で約 4倍､ 大き くな っ て おり ､ p EG修飾 により
血中から の消失が著しく遅延する こ と が明らか と な っ た ｡ 一 般 に ､
G-C SF程度の 比較的小さな黄白質 (分子量 が20,000位) は ､ 全身循環
血中から尿中排他およ び野Ote Olysisによ っ て消失する｡ 蛋白質をp EG修
飾する こ と により分子サイズが大き
･くなり ､ 腎に おける排継が減少す
る こ と ､ およ びp EG分子 が蛋白質を覆う こ と に よ っ てprote olysisを受 け
る部位が隠蔽される こ とが ､ 蛋白質のp EG修飾 に よ るク リ ア ラ ン ス 低
下 の原因で あ る もの と考えられ て い る 恥isiet al., 1982)0 rhG-C SF の尿
中排壮は投与量 の 1 %未満 である こ とか ら､ rbG-C S 捌こ おけるp EG修
飾の効果はprote olysisで代表される代謝過程の 阻害効果 によ る もの で あ
る と推定で きる｡
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Tabl㊤4-1
P HARM ACO KINETZC PARAM ETERS OF IOOドG/KG rhG-C SF AND
PEG･rhG･CSF OBTAIN ED AFTE R )NTRA V巨NO US A DMINJSTRA T 旧N
Materials A u ° C L
ng Ih/ml mum/kg
tl伯
わ
M RT
h
rhG-CSF 2000 50. l
.79
a
l.65
PEG･rhG-C SF 16195 62 7.05 10.8
a
ちJ20frhG - C S Fw a sdete min ed 丘o mthepointsbetw e e n2-8 h.
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[実験材料およ び実験方法]
1. 動物
雄性spragtle-Da wley糸ラ ッ ト (6適齢) と雌性c3均朋e系マ ウス (5
- 6週齢) を購入し､ ラ ッ トは7 過齢で ､ マ ウス は 6 - 1 4過齢 で実
験に供したo 飼育条件 は 1 - 1 - B で述べ た ｡
迎 遅延
ラ ッ トに100けgn(gのrhG-C SFある い ほp EG-rhG-C SFを尾静脈内に投
与し､ 腹大動脈から経時的に採血した｡ 採血 およ び血清の分取法は 1
- 1 - 別こ述べ た ｡
3. 液体培養法
1 - 2 - A で述 べ た o
遡 遡
2 - 1 - A で述 べ た o
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4 - 2 - B In viv oにおける薬理効果
rhG _C SFbよ びp EG-rhG-C SFをラ ッ トの 静脈内 に投与し､ それ らの
薬理効果を末梢血中好中球数の増加を指標と して 検討した｡ 用量 は ､
血清中濃度推移試験で 設定 した10 ドgn(gと した o
[実験結果 ･ 考察]
雄性spragu e-Da wley系 ラ ッ ト に100けgn'g の rh G- C SFあ る い はP E G-
rhG_CSFを尾静脈内に投与し､ in viv oにおける薬理効果の指標 と して
各種末梢血球数を測定したo 末梢血中白血球数およ び好中球数をFigure
4-7 に示し､ その 他の 血球系として末梢血中赤血球数およ び血小板数を
Figure4-8 に示 した ｡ 末梢血中白血球数およ び好中球数は ､ rhG-CSFあ
る い はP Eq-rhG -CSFを投与 した後 ､ 顕 著に増加した o rh G- C SF投与12
間後に末梢血中好中球数ほ ピ ー ク を示 し､ 48時間後 には コ ン ト ロ - ル
の レ ベ ルに低下 して い た o 一 方､ P E G-rhG-C SF では投与24時間後ま で ､
rhG -CSF投与後の 末梢血中好中球数 と同程度であ っ た が ､ 72時 間後ま
で高い 値を維持 し ､ コ ン ト ロ ー ル ･ レ ベ ル に低下す る の に は168時間
を要したo ま た､ rhG-C SFお よ びpEG-rhG-C SF の投与で は､ 末梢血中
赤血球数およ び血小額数には影響は認められなか っ た ｡
p E G修飾 に よ りrbG-CSF のin viv oに おける薬理効果が著しく持続す
る こ とが明ら か にな っ た ｡ こ の 現象は ､ p EG修飾 に よ りrhG-CS F の in
vitro活性が低下する こ と によるin viv oの 薬理効果 の減少よ り ､ 血中か
らの消失が遅延す る こ と によ る有効濃度の維持時間 の延長の方 が ､ 薬
理効果 へ の影響が大き い こ と によ る もの と考えられた｡
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[実験材料お よ び実験方法]
旦L塾艶
雄性spragu e- Dawley系ラ ッ ト (6週齢) を廃人し､ 7 週齢 で実験 に
供した｡ 飼育条件は1 - 1 - B で述べ たo
基 軸 壁望選豊里旦空塞艶赴聖旦塵遜遡遡藍
ラ ッ トに100pgn(gのrhG-C SFある い はp EG-rhG-C SFを尾静脈内に投
与した｡ 末梢血中の 血球数測定法ほ 3 - 1 - Bで 述べ たo
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4 - 3 小結
生体内 に投与 さ れ たrhG-C SFはすみ ゃか に全身循環血中から消失す
る｡ 十分 な薬理効果を得る に は血G- C SFは少なく と も 1日 1 回 の 連日
投与が必要とな っ て い る ｡ rbG- C S 『の薬理効果を持続化する 目的で ､
,hG_ CSFをp E G修飾した誘導体(P E G-rh由一c sF)を合成 し ､ ラ ッ ト に おけ
る血清中濃度推移 と薬理効果に つ い て 検討 ､ rhG-CS Fと比較を行 っ た
結果､ 以下 の こ とが明らか にな っ た ｡
①p E G修飾により ､ in vitr oに お ける生物活性 (骨髄細胞増殖活性)
は低下した｡
②p EG修飾に よ り､ in viv oに お ける薬理効果 (末梢血中好中球数の
増加作用)･ は著 しく持続 した ｡
③p E G-rh GI C S F の血清中濃度に おけ る生物学的半減期がrh G-C S 別こ
比較して 約4倍延長し､ A UCも約8倍 にな っ た こ とから､ p EG修飾す
る こ とでrbG-CS Fの代謝が著 しく低下する こ と が 明らか と な
'
っ た ｡
④p EG修飾 に よ る消失遅延の 結果､ in viv oにおける薬理効果が持続
して い る もの と推定された ｡
更 に詳細 に合成法､ 薬理効果等 を検討 し て い く必要 は あ る が ､
P EG-rb G- CSFは次世代G-CS F製剤と して 使用 で きる 可能性があ るも の
と考えられた｡
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総括
Ⅰ 血 清 中 rhG-C SF の Sa ndwich Enzym e- Linked Ⅰm m uno s orbe nt Ass ay
野uS A)によ る定量法の検討 (第1車)
a)遡遺墨金型盤立
高濃度NaCl溶液 で検体 を2倍希釈する簡便な血清干渉除去法､ 操作
性の高 い マ イク ロ プ レ ー ト､ お よ び感度 と安全性が高い 3,3
-
,
5
,
5l - チ
トラ メ チ ル ベ ン チ ジ ン を基質とす る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識抗体を用 い
たE uSAに より ､ rhG-CSF の迅速か つ 高精度の微量定農法を確立したo
b) *
マ ウ ス から採取した骨髄細胞を周 い てrh G-CS F の生物活性 (骨髄細胞
増殖活性) を指標とした測定法 である液体培養法を確立した｡ rhG-CS F
投与後 の ラ ッ トから採取 した同 - 血清試料 に つ い て ､ ELIS A と液体培養
法の測定値 は 一 致した値を示 した｡ E uSAは検体申の末変化体お よ び活
性代謝物 (そ の存在 は現在 の と こ ろ未確認) を測定して おり､ 薬理効
果の 予測に と っ て 良い 指標 となる と考えられ た ｡
ⅠⅠ rbG-C SF の生体内動態 (第2章)
a)進呈量墜定盤
rhG -C SF投与後の 血清中渡度推移から得た速度静的パ ラ メ ー タ には投
与量依存性がみられ ､ 投与量 の増加に伴い 全身クリ ア ラ ン ス が低下し､
生物学的半減期が延長した ｡ 尿中およ び胆汁中排壮率は 1 %未満で あ
る こ と から ､ 全身ク リ アラ ン ス の 非線形性は代謝の非線形性 によ る こ
とが明らか とな っ た ｡
b) 旦芝生畳塾生
薬物速度論的モ デ ル解析 の最適化 をAlC推定法を用 い て行 っ た結果 ､
Micha elis- Me nte n式に従う非線形代謝過程と線形代謝過程を持つ 2 - コ ン
パ ー トメ ン ト ･ モ デ ル を用 い て ､ rhG-C SFの 血清中濃度推移が表現さ れ
る こ とが示された｡
1.59
a)_基盤塑鎧塾退塾
シク ロ ホ ス フ ァ ミ ド(100mgn(g) の 腹腔内投与 に よ っ て ､ 骨髄組織
に代表される造血系組織 に ほぼ特異的な障害モ デ ル動物を作製した ｡
こ の 骨髄障害モ デ ル を用 い た実験に よ っ て ､ rhG-CSF の非線形代謝過程
は骨髄組織が担 っ て い る こ とが明らか に なり､ 受容体介在クリ アラ ン
ス が考えられた ｡
d)盤塑性迦適塾
肝お よ び腎障害モ デ ル を用い た実験よ っ て ､ rhG-CSF の線形代謝過程
を担う主代謝臓器ほ腎であ る こ と が明らか とな っ た ｡ また ､ 腎に お け
るク リ アラ ン ス 機構 は ､ 糸球体漁過を受けた後､ 尿細管上皮細胞内に
再吸収されて 代謝される も の と､ 糸球体櫨過されずに血管側から直接
細胞内へ と取り込まれて代謝されるも の がある こ と が示さ れた｡
ⅠⅠⅠ 血清中h G- CSF濃度推移と薬理効果の関連性 (第3章)
a)塵遣生垣ニ∈星空濃度進登壁藍壁数量旦皇え星影聾
①血清中濃度推移の投与経路依存性お よ び性差
rhG-C SF投与後の 血清中濃度推移 には投与経路依存性がみられ､ 投
与後2 - 3 時間以降､ 皮下 ､ 筋肉お よび腹腔内投与の方が静脈内投与
よりも高 い 血清中濃度を与えた｡ また ､ 血清中濃度推移に は性差がみ
られ､ 雌性ラ ッ トの 方が全身クリ ア ラ ン ス が大きく､ 血清中からの潤
失がすみ やかであ っ た｡
⑧薬理効果の投与経路依存性お よ び性差
rhG-CSFのin vioに お ける薬理効果 (末梢血中好中球数 の増加) に
は投与経路依存性がみられ ､ 皮下投与の 方が静脈内投与 よりも薬理効
果が持続して い た｡ また ､ 薬理効果に は性差 がみ られ ､ 雄性ラ ッ トの
方が薬理効果が持続して い た. ① の結果と併せ て考える と ､ G -CS F の
薬理効果に は血清中濃度 (有
■
効濃度) の持続性が大きな影響を与える
もの と考えられ た｡
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b) 幽 土旦遊里
①in vitr oおよ びin viv o薬理効果
糖鎖を持 たな いrhG-C SⅠ鳩 よ び糖鎖を持つ5637-hG-CSF の骨髄細
胞増殖活性を指標 と したin vitr o活性 ､ 静脈内投与後 の末梢血中好中
球数を指標としたin viv o活性に差異はみ られな か っ た ｡
②血清中濃度推移
静脈内投与後の 生物学的半減期に は差異はみ ら れな い が ､ 分布容
積 ほ5637-hG-C SF の方が有意 に小さく､ 血清中濃度 は5637-hG- CSF
の 方が高く推移した｡ 皮下投与後の最高血清中濃度､ Åu cお よび バ
イ オ ア ベ イ ラ ビリテ ィ は5637-hG-CSFの 方が低 い催を示した. そ の
理由 と し て ､ 投与部位から全身循環血 中 へ 移行する ま で 時間 が
5637-hG-CS F の方が長い ため に､ 投与部位 にお ける代謝を より多く
受けるた め と考えられた ｡
⑨ 血清中濃度推移 とin viv o薬理効果
静脈内投与後の 血清中濃度 は ､ 5637-h G-C SF の方が50 %倍程度高
く推移する に も かかわらず､ in viv oにお け る薬理効果 に差異がみら
れな い の ほ ､ 5637-h G-C SF の分布容積がrhG-C SFより小さく ､ 組織
移行性 (Kp億) が小さ い ため に薬理効果の標的組織 と なる造血組
織に おける濃度が同じ程度である ためと推定され た｡
ⅠⅤ ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル 修飾rhG-CS F誘導体 (P E G-rhG-C SF)
(第4章)
a)_空 地 壁聖堂塾生豊塾生監
塩化シ ア ヌ ル をス ペ - サ ー と してP E GをrhG- CSF のア ミ ノ基 に結合 さ
せ た誘導体を合成した｡ こ のP EG誘導体の分子量 は40 - lOOk Daに分布
して い た｡
b) *
P EG-rhG-C SF のin vitro活性 (骨髄細胞増殖活性) はrhG-C S 別こ比 べ 約
40 % 8こ低下 したが ､ in viv o活性 (末梢血中好中球数 の増加作用).は著し
く持続して い た ｡ 静脈内投与後の 血清中濃度推移は ､ p EG修飾 によ る
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代謝の著しい 減少を示し､ ThG-C S 別こ比 べP E中一rhG-C SFほ生物学的半減
期 で約4倍､ A U C で約8倍大きくな っ て い た｡ P EG修飾に よりrhG-CSF
の代謝が減少､ 血清中hG-C SF の消失が遅延する こ と で有効濃度が維持
され ､ in viv oに おける薬理効果の持続が得られ たも の と考えられ た ｡
本研究 におけ る研究手順 は ､ 高分子生理活性物質を医薬品と して 開発
する際の 薬剤学的な研究指針を与え る もの で ある ｡ 生 物活性を保持し て
い る薬物本体 を特異的に検出できる測定法を開発し､ そ の 薬物速度静的
特性を解明する と とも に､ 薬理効果ある い は 毒性と の 関連性 に つ い て 檎
討する｡ さら に､ 物性ある い は製剤学的に改良された次世代品を開発 し
て行く手順 で ある o 今後も分子生物学 を中心 と した バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー
の 進展に伴 い ､ 多く の 生理活性物質が医薬品候補物質と して 開発 さ れ て
行くもの と思 わ れ る ｡ その 開発プロ セ ス にお い て 薬剤学的研究 が 中心的
を役割を果たすた め の 1 つ の ア ブロ - チ を本研究は示して い る o
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